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1 UVOD  
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Sposobnost adhezije bakterij in tvorba odpornih večceličnih združb na kontaktnih površinah 
živilsko-predelovalnih obratov predstavlja veliko oviro pri zagotavljanju varne hrane z 
zdravstvenimi in ekonomskimi posledicami. Letna poročila o trendih in virih zoonoz, 
povzročiteljih zoonoz in izbruhih bolezni, katerih vir je kontaminirana hrana (UVHVVR, 
2015; EFSA, 2016; WHO, 2017), na prvo mesto med povzročitelje zoonoz uvrščajo bakterije 
Campylobacter. Smrtnost pri okužbah z bakterijami rodu Campylobacter je le 0,03 %, 
vendar jih zaradi razvoja odpornosti na širok spekter antibiotikov Svetovna zdravstvena 
organizacija uvršča na seznam dvanajstih zdravju ljudi najnevarnejših bakterij (The 
Guardian, 2017). Pojavnost bakterij Listeria monocytogenes je nizka, vendar pa je visoka 
stopnja hospitaliziranih bolnikov (97,4 %) in stopnja smrtnosti (17,7 %), kar jih uvršča med 
najnevarnejše patogene bakterije, prenosljive s hrano. Bakterije C. jejuni in L. 
monocytogenes imajo sposobnost adhezije na biotske površine, kot so celice ali živila, ter 
abiotske površine, kot so predelovalne površine in oprema v živilskih obratih. Ravno zaradi 
problematike biofilmov v živilski industriji so trenutne raziskave usmerjene v preučevanje 
nastanka in preprečitev tvorbe biofilmov z osredotočanjem na adhezijo, kot prvo stopnjo 
filmotvornosti. 
 
Veliko raziskav je usmerjenih v razvoj novih metod za hitre detekcije, identifikacije, 
kvantifikacije in monitoringa patogenih bakterij. Te lahko temeljijo na detekciji nukleinskih 
kislin, imunoloških pristopih, biosenzorjih ali drugih principih (Zhao in sod., 2014). Ena 
izmed metod na osnovi analize nukleinskih kislin je verižna reakcija s polimerazo v realnem 
času ali kvantitativni PCR (qPCR), ki omogoča kontinuirno spremljanje nastalega 
pomnožka. Metoda qPCR ponuja hitro, simultano in specifično pomnoževanje tarčnih genov 
in je vedno bolj aktualna pri mikrobioloških analizah živil (Zhao in sod., 2014). Razvoj 
metod PCR v realnem času je privedel do razvoja digitalnega PCR (dPCR), ki predstavlja 
izboljšavo običajnih metod na osnovi PCR, saj omogoča direktno določanje začetne količine 
nukleinskih kislin in s tem absolutno kvantifikacijo DNK (Sykes in sod., 1992).  
 
Rastlinske protimikrobne učinkovine predstavljajo eno od alternativ za obvladovanje proti 
antibiotikom odpornih zoonotskih patogenov, ki kontaminirajo živila živalskega izvora 
(Palaniappan in Holley, 2010). Z njihovo aplikacijo v subinhibitornih koncentracijah lahko 
delujemo specifično na posamezne mehanizme. S kombiniranjem posameznih učinkovin in 
posledičnim potencialno sinergističnim učinkom lahko omejimo uporabo antibiotikov in 
dezinfekcijskih sredstev. 
 
V magistrskem delu smo raziskali inhibitorno delovanje naravnih rastlinskih učinkovin - 
karvakrola, timola, α-pinena in epigalokatehin galata na adhezijo bakterij C. jejuni in L. 
monocytogenes. Za hitro in natančno analizo adheriranih bakterij smo optimizirali metodo 
absolutne kvantifikacije adheriranih celic s dPCR in qPCR.  
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1.2 CILJI IN HIPOTEZE NALOGE 
 
Namen magistrskega dela je bil optimizacija metode na osnovi PCR, s katero bi lahko 
natančno kvantificirali protiadhezijsko delovanje naravnih učinkovin na bakterije vrste C. 
jejuni in L. monocytogenes. Preveriti smo želeli protiadhezijsko aktivnost karvakrola, timola, 
α-pinena in epigalokatehin galata posamezno in v kombinacijah. V prvi fazi smo s 
primerjavo metode na osnovi PCR in spektrofotometrično metodo barvanja s kristal violet 
barvilom izbrali najbolj adhezivni sev bakterij vrste C. jejuni. V tej fazi smo dobili tudi 
vpogled v razliko rezultatov teh dveh metod pri kvantifikaciji adhezivnosti bakterij. V drugi 
fazi smo optimizirali metodo za absolutno kvantifikacijo adhezije s qPCR in dPCR. V zadnji 
fazi smo se osredotočili na kvantifikacijo adheriranih bakterij s qPCR in učinka naravnih 
učinkovin v subinhibitorni koncentraciji (0,1 mg/ml) na adhezijo bakterij na polistiren.   
 
Cilji magistrske naloge:   
 
• Optimizirati metodo za absolutno kvantifikacijo adheriranih celic bakterij vrste C. 
jejeuni in L. monocytogenes z digitalnim PCR in PCR v realnem času.  
• Kvantificirati adherirane celice bakterij C. jejuni in L. monocytogenes po 24-urni 
inkubaciji in ob dodatku naravnih učinkovin posamezno in v kombinacij v 
subinhibitorni koncentraciji.  
• Določiti protiadhezijsko aktivnost naravnih učinkovin in njihovih kombinacij. 
 
Hipoteze magistrske naloge:  
• Absolutna kvantifikacija začetne suspenzije lizatov celic z digitalnim PCR in 
izdelava standardne krivulje s qPCR omogočata absolutno kvantifikacijo tarčne 
DNK s qPCR. 
• Naravne učinkovine karvakrol, timol, α-pinen in epigalokatehin galat delujejo 
protiadhezijsko v subinhibitornih koncentracijah. 
• Kombinacije karvakrola, timola, α-pinena in epigalokatehin galata lahko delujejo 
sinergistično.  
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2 PREGLED OBJAV  
 
2.1 NARAVNE UČINKOVINE  
 
Rastline za obrambo pred mikroorganizmi sintetizirajo veliko raznolikih učinkovin: 
terpenoide, glikosteroide, flavonoide, polifenole in druge. Dokazano imajo nizko 
protimikrobno aktivnost, ki je nekaj stopenj nižja od učinkovitosti splošno uporabljenih 
antibiotikov, izoliranih iz bakterij ali gliv. Čeprav so čiste snovi rastlinskega izvora 
protimikrobno manj učinkovite, so lahko nadalje modificirane ali kombinirane za izboljšanje 
učinkovitosti (Hemaiswarya in sod., 2008; Klančnik in sod., 2012).   
 
Eterična olja in rastlinski izvlečki so kompleksne mešanice sekundarnih metabolitov rastlin, 
za katere vlada vse večje zanimanje zaradi njihovih protivirusnih, protimikrobnih, 
antiparazitnih, antioksidativnih, protitoksičnih, insekticidnih, protivnetnih in 
antikancerogenih lastnosti (Burt, 2004). V mnogih primerih je protimikrobna učinkovitost 
rezultat kompleksnih interakcij različnih tipov učinkovin, kot so fenoli, aldehidi, ketoni, 
alkoholi, estri, etri in drugi ogljikovodiki, ki sestavljajo eterična olja in rastlinske izvlečke 
(Bassolé in Juliani, 2012). Vedno več raziskav nakazuje pomembno vlogo sestavin v 
manjših količinah, za katere ugotavljajo možnost medsebojnega sinergističnega delovanja 
(Burt, 2004).    
 
Eterična olja, ki vsebujejo znatne koncentracije fenolov (npr. karvakrola, eugenola, timola 
itd.) kot prevladujočih sestavin, imajo največjo protimikrobno aktivnost. Po aktivnosti jim 
sledijo olja, ki vsebujejo pretežno terpenske alkohole, medtem ko imajo olja, ki vsebujejo 
pretežno ketone in estre, najnižjo učinkovitost (Bassolé in Juliani, 2012).  
 
Učinkovitost sinergističnega delovanja rastlinskih protimikrobnih učinkovin temelji na 
načelu, da kombinacije aktivnih spojin izboljšujejo učinkovitost in obenem zmanjšujejo 
potrebno količino dodane snovi (Navarro in sod., 2015). Rastlinske protimikrobne 
učinkovine predstavljajo nov način za obvladovanje na antibiotike odpornih zoonotskih 
patogenov, ki kontaminirajo živila živalskega izvora (Palaniappan in Holley, 2010). 
 
2.1.1 Karvakrol  
 
Karvakrol (2-metil-5(1-metiletil)-fenol) je monoterpenski fenol, biosintetiziran iz γ-
terpinena preko p-cimena in predstavlja strukturni izomer timola. Karvakrol se kot 
sekundarni metabolit nahaja v mnogih aromatičnih rastlinah oz. eteričnih oljih rastlin iz 
družine ustnatic (Labiatae), predvsem v origanu (Origanum), šetraju (Satureja), materini 
dušici oz. timijanu (Thymus) in drugih (Nostro in Papalia, 2012).  
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Slika 1: Strukturna formula karvakrola (Marchese in sod., 2016) 
 
Karvakrol kaže raznolike biološke lastnosti, vključujoč protivnetne, antioksidativne, 
antitumorne, antimutagene, antihepatotoksične, analgetske, antiparazitarne, insekticidne in 
protimikrobne lastnosti. Protimikrobna aktivnost karvakrola je uporabna tudi v primeru 
tretiranja patogenih bakterij, odpornih na širok spekter antibiotikov (Nostro in Papalia, 
2012).   
 
Protimikrobno delovanje karvakrola je pripisano njegovemu vplivu na funkcionalne lastnosti 
citoplazmatske membrane. Zaradi svoje hidrofobnosti se karvakrol medsebojno veže z 
lipidnim dvoslojem celične membrane, kjer se vrine med verige maščobnih kislin. To 
povzroči širitev in destabilizacijo membranske strukture ter poveča njeno fluidnost in 
prepustnost (Lambert in sod., 2001). Posledično povzroča tudi hitro izčrpanje znotrajceličnih 
zalog adenozin trifosfata z redukcijo njegove sinteze ali s povečano hidrolizo (Ultee in sod., 
2001). 
 
Van Alphen in sod. (2012) so tretirali bakterije C. jejuni s karvakrolom v subinhibitorni 
koncentraciji in dokazali njegovo inhibitorno delovanje na gibljivost bička. Hkrati ni vplival 
na bakterijsko rast, bakterije pa so kljub dodatku karvakrola tvorile bičke, a izgubile 
sposobnost za invazijo humanih epitelnih celic. 
 
Pérez-Conesa in sod. (2011) so inkapsulirali karvakrol v micelarno neionsko površinsko 
aktivno snov, da bi povečali koncentracijo biološko aktivnih snovi v boju proti biofilmu dveh 
sevov bakterij L. monocytogenes in dveh sevov bakterij E. coli O157: H7 na nerjaveče jeklo. 
Ugotovili so večjo odpornost sevov L. monocytogenes na inkapsuliran karvakrol v primerjavi 
z bakterijami E. coli.  
 
2.1.2 Timol  
 
Timol (2-izopropil-5metilfenol) je monoterpenski fenol, ki predstavlja eno od glavnih 
sestavin eteričnih olj rastlin iz družine ustnjatic, predvsem timijana, origana, šetraja in drugih 
(Marchese in sod., 2016). Timol je znan tudi kot hidroksi-cimen, saj je biosintetiziran v 
procesu aromatizacije γ-terpinena v p-cimen in nadalje s hidroksilacijo p-cimena v timol 
(Poulose in Croteau, 1978).  
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Slika 2: Strukturna formula timola (Marchese in sod., 2016) 
 
Protimikroben učinek timola deluje v celici kot motnja v lipidni frakciji plazme bakterijske 
membrane in posledičnega izliva znotrajceličnega materiala, kar so v svoji raziskavi 
ugotovili tudi Trombetta in sod. (2005). Hkrati se je pokazala tudi večja občutljivost Gram 
pozitivnih bakterij kot Gram negativnih bakterij na timol.  
 
Mnogo raziskav je dokazalo protimikrobno aktivnost timola, tako na Gram pozitivne, kot 
Gram negativne bakterije. Hamoud in sod. (2014) so ugotovili vrednosti MIK v območju 30-
250 μg/ml za Gram pozitivne in 60-4000 μg/ml za Gram negativne bakterije. Testi so bili 
opravljeni na različnih vrstah in sevih patogenih bakterij, vključujoč referenčne in klinične 
izolate. Rezultati slednjih so pokazali možnost uporabe timola zoper bakterijske seve, 
odporne na širok spekter antibiotikov.  
 
Za patogeno bakterijo L. monocytogenes so študije pokazale MIK vrednost timola v območju 
100-200 μg/ml (Shah in sod., 2012; Pan in sod., 2014) ter inhibitorno funkcijo pri formaciji 
biofilma in inaktivaciji zrelega biofilma v koncentraciji 0,5 mM (Upadhyay in sod., 2013). 
Protimikrobno delovanje timola so poleg drugih dokazali tudi Navarro in sod. (2015), in 
sicer proti bakterijam C. jejuni in C. coli z vrednostjo MIK 0,0038-0,006 % v/v.  
 
2.1.3  – pinen 
 
-pinen (4,6,6-trimetilbiciklo(3,1,1)hepta-3-en) spada med terpene in je eden izmed dveh 
izomer pinena: - in β-pinena. Oba strukturna izomera imata enantiomere, ki so v naravi 
znani kot (−)--pinen (bolj pogost v evropskih borovcih) in (+)--pinen (bolj pogost v 
Severni Ameriki) ter (−)-β-pinen in (+)-β-pinen. Pinene in biciklične terpene lahko najdemo 
v eteričnih oljih iglavcev, predvsem borovcev, rožmarina in sivke (Da Silva in sod., 2012).  
 
α-pinen ima dokazano širok spekter bioloških aktivnosti, med drugim protivnetno, 
protibakterijsko, antioksidativno in antikancerogeno (Aydin in sod., 2013). Zaradi pojava 
nasprotujočih si mnenj in rezultatov raziskav, ki obravnavajo protibakterijsko delovanje (-)-
α-pinena, se je mnogo študij usmerilo v razumevanje njegovega delovanja. Andrews in sod. 
(1980) so ugotovili njegov vpliv na moteno integriteto celične membrane, ki je povzročila 
izdaten izliv celične vsebine, tako kvasovk (S. cerevisiae) kot Gram pozitivnih bakterij (B. 
thuringiensis). Hkrati so poročali tudi o večji odpornosti Gram negativnih bakterij proti 
terpenom. 
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Slika 3: Strukturni formuli izomer -pinena (levo) in β-pinena (desno) (HMDB, 2017) 
 
Kovač in sod. (2015) so dokazali protimikrobno aktivnost (-)-α-pinena proti 16-im sevom 
C. jejuni. Čeprav je bila MIK 1000 μg/ml ali višja, kar nakazuje na šibko protimikrobno 
delovanje, so ugotovili, da je (-)-α-pinen pri večini testiranih sevov v kombinaciji z drugimi 
protimikrobnimi spojinami izkazoval odpornostno-modulatorno delovanje. Ugotovili so 
tudi, da (-)-α-pinen v subinhibitorni koncentraciji deluje kot zaviralec izlivnih črpalk in 
povečuje prepustnost celične membrane. 
 
Klančnik in sod. (2015) so tretirali bakterijo L. monocytogenes z α-pinenom in 
epigalokatehin galatom v subinhibitornih koncentracijah. Z absolutno kvantifikacijo s qPCR 
so ugotovili 90 % zmanjšanje adhezije omenjene bakterije v primeru tretiranja bakterije z α- 
pinenom in epigalokatehin galatom, glede na pozitivno kontrolo.   
 
 2.1.4 Epigalokatehin galat (EGKG) 
 
EGKG (epigalokatehin-3-galat) je ester galokatehina in galne kisline. Je fenolni antioksidant 
mnogih rastlin in glavni katehin rastline Camellia sinensis oziroma čajevca, ki se uporablja 
za pripravo čaja (Human metabolome database, 2017).  
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V preglednem članku Hamilton-Miller (1995) navaja njegovo inhibitorno aktivnost zoper 
rast bakterij, antioksidativno in antimutageno aktivnost, sposobnost znižanja ravni 
plazemskega holesterola in zaščito pred učinki sevanja. Dobra protimikrobna aktivnost 
EGKG se je pokazala v študiji Klančnik in sod. (2012), kjer je bil najučinkovitejši zoper 
bakterijo C. jejuni med vsemi testiranimi fenolnimi spojinami z zelo nizko vrednostjo MIK 
(78 µg/ml ali 19,5 µg/ml) zoper divji tip. Inaktivacija izlivne črpalke CmeB pri mutantih ni 
vplivala na spremembo vrednosti MIK, kar kaže, da EGKG ni substrat CmeABC črpalke. S 
tem so nakazali možnost, da EGKG ne vstopa v celice bakterije C. jejuni, vendar deluje na 
celično površino in membrano. 
 
Kurinčič in sod. (2016) so dokazali uspešno zmanjšanje adhezije močno adhezivnih 
bakterijskih sevov B. cereus, S. aureus in P. aeruginosa ob dodatku epigalokatehin galata. 
Redukcija adhezije je bila največja pri Gram pozitivnih bakterijah, t.j. B. cereus in S. aureus.   
 
2.1.5 Kombinirano delovanje naravnih učinkovin 
 
Protimikrobna aktivnost eteričnih olj je posledica kompleksnih interakcij med različnimi 
skupinami učinkovin kot so npr. fenoli, aldehidi, ketoni, alkoholi, estri, etri in drugi 
ogljikovodiki. Večinoma imajo eterična olja večjo protimikrobno učinkovitost, kot 
kombinacije njihovih glavnih sestavin, kar kaže na ključno vlogo snovi v manjših 
koncentracijah. Lahko pa sestavine delujejo tudi antagonistično (Bassolé in Juliani, 2012).   
  
Aditivno delovanje je ugotovljeno, kadar je skupni učinek enak vsoti posameznih učinkov, 
medtem ko sinergistično delovanje pomeni večji učinek kombiniranih snovi v primerjavi z 
vsoto učinkov posameznih snovi. Negativno kombinirano delovanje ali antagonizem je 
definiran, ko je učinek kombiniranih snovi manjši od vsote učinkov posameznih snovi ali 
učinka ene same (Burt, 2004).  
 
Spojine s podobno strukturo učinkujejo večkrat aditivno kot sinergistično. Aditivno 
delovanje je bilo tako pogosto opaženo pri interakciji fenolnih monoterpenov (timola in 
karvakrola) med seboj (Gavarić in sod., 2015) in s fenilpropanoidi (npr. eugenolom) in z 
drugimi skupinami učinkovin, zlasti drugimi fenoli, monoterpenskimi alkoholi, 
monoterpeni in terpenskimi ogljikovodiki. Kombinacija fenolov z monoterpenskimi 
alkoholi je imela sinergistično delovanje na večih mikroorganizmih (E. coli, S. 
Typhimurium, L. monocytogenes, S. aureus, P. aeruginosa itd.), še posebej kombinacije 
timola in eugenola ter karvakrola in eugenola proti sevom E. coli. Večina študij tako kaže 
na vzpodbudno sinergistično in aditivno delovanje fenolnih in alkoholnih učinkovin 
(Bassolé in Juliani, 2012). Nasprotno pa je antagonistični učinek pripisan predvsem 
interakcijam med neoksigeniranimi in oksigeniranimi monoterpenskimi ogljikovodiki 
(Hammer in sod., 1999).  
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2.2  ROD Campylobacter  
 
Bakterije rodu Campylobacter so majhne (0,2-0,8 μm x 0,5-5 μm) Gram negativne, 
nesporogene, vitke spiralno zavite paličice. Celice pogosto tvorijo verige dveh ali več celic 
in zavzamejo obliko »S« ali »V. Večina vrst rodu Campylobacter ima en nezaščiten polarni 
biček na eni ali obeh straneh celice. Večina vrst raste v mikroaerofilnih pogojih in imajo 
respiratorni tip metabolizma, nekatere vrste (C. concisus, C. curvus, C. rectus, C. 
mucosalis, C. showae, C. gracilis in C. hyointestinalis) pa potrebujejo vodik ali formiat kot 
donor elektronov za mikroaerobno rast. So kemoorganotrofni organizmi saj jim izraba amino 
kislin ter intermediati cikla citronske kisline predstavljajo glavni vir energije (Kaakoush in 
sod., 2015). Kampilobaktri povzročajo bolezen kampilobakteriozo, med njimi sta C. jejuni 
in C. coli glavna povzročitelja črevesnih okužb (EFSA, 2016). 
 
2.2.1 Značilnosti C. jejuni  
 
Bakterije C. jejuni so vitke, spiralno zavite paličice, mikroaerofilne bakterije z optimalno 
rastjo v atmosferi s 5 % O2, 10 % CO2 in 85 % N2. Rast je pri 21 % kisika inhibirana (Jay, 
1992). Ne razgrajuje ogljikovih hidratov in ima respiratorni metabolizem. So 
termotolerantne bakterije z optimalno temperaturo rasti pri 41,5 °C. Zaradi odsotnosti 
proteinov hladnega šoka, ki imajo glavno vlogo pri prilagoditvi celice na nizke temperature, 
niso zmožne rasti pod 30 °C. Pri temperaturi 4 °C še vedno zaznamo respiracijo, katalazno 
aktivnost in sintezo proteinov. Celice se pri tej temperaturi ne razmnožujejo, a so še vedno 
aktivne in lahko pri tej temperaturi preživijo dalj časa (Hazeleger in sod., 1998). Optimalna 
rast je dosežena pri vodni aktivnosti (aw) 0,997, vsebnosti  0,5 % NaCl in pH vrednosti 6,5 -
7,5 (Silva in sod., 2011). 
 
Bakterije C. jejuni so sposobne optimalne kolonizacije črevesne sluznice cekuma ptic, ki 
predstavlja njihov naravni habitat ter drugih udomačenih sesalcev, kjer biva kot komensal. 
Poleg omenjenih habitatov je izolacija C. jejuni možna tudi iz fekalno kontaminiranih 
okoljskih virov, kot so voda in kontaminirani živalski produkti, vključujoč mleko in meso 
(Wassenaar in Newell, 2006). Primarna obdelava trupov teh živali vključuje evisceracijo, s 
čimer je pogosto povezana bakterijska kontaminacija površin klavnice, vključno z opremo 
in procesnimi linijami (Nguyen in sod., 2012).  
 
Pogosta prisotnost bakterij na piščančjih trupih in navzkrižna kontaminacija ob pripravi 
hrane predstavljata glavno pot prenosa okužbe (Oyarzabal in Backret, 2017). Bakterije C. 
jejuni so še vedno glavni povzročitelj bakterijskih okužb, tako v Sloveniji (UVHVVR, 2015) 
in Evropi (EFSA, 2016), kot tudi po svetu (Kaakoush in sod., 2015).  
 
2.2.2 Adhezivnost bakterije C. jejuni 
 
Primarno se bakterije C. jejuni pojavljajo kot površinski kontaminent. Najpogosteje se pritrdi 
na kožo perutnine ali različne inertne površine, ki se pogosto uporabljajo v predelavi živil - 
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nerjaveče jeklo, laminate, glazirane keramične plošče, polipropilen, polietilen, polivinil 
klorid polistiren, les in steklo (Nguyen in sod., 2012).  
 
Na obseg in hitrost pritrditve bakterij C. jejuni vpliva mnogo dejavnikov. Naraščanje 
temperature in daljšanje kontaktnega časa znatno poveča število adheriranih celic in zmanjša 
možnosti odstranjevnja teh celic s kontaktne površine (Nguyen in sod., 2010). 
 
Nguyen in sod. (2012) so ugotovili nezmožnost pritrjevanja bakterij C. jejuni na poliuretan, 
ki običajno predstavlja premaz trdnih površin, predvsem betonskih tal. Poliuretan se od 
nerjavečega jekla in stekla razlikuje po površinski hidrofobnosti, naboju in hrapavosti, kar 
kaže na poglavitno vlogo fizikalno-kemijskih lastnosti površin pri adheziji bakterij 
Campylobacter. Tvorba ekstracelularne polisaharidne kapsule in sluzi bakterij 
Campylobacter vpliva na spremembo fizikalno-kemijskih lastnosti celične površine in na 
sposobnost pritrjevanja bakterij na inertne površine (Tsuneda in sod., 2003). Bakterije 
Campylobacter prav tako proizvajajo lipooligosaharide, zasidrane na zunanji strani celične 
stene in sestavljene iz jedrne oligonukleotidne verige ter negativno nabitih skupin, kot so 
fosfati in karboksilne skupine. Mutacija genov za biosintezo lipooligosaharidov značilno 
zmanjša sposobnost adhezije C. jejuni na humane in piščančje črevesne celice (Karlyshev in 
sod., 2004).  
 
Joshua in sod. (2006) so s kultivacijo mutantov fliS in maf5 brez bičkov ugotovili 
nesposobnost adhezije bakterij C. jejuni na podlago. Prav tako je tudi inaktivacija drugih 
genov, odgovornih za gibljivost, zmanjšala njihovo sposobnost pritrditve na trden matriks 
(npr. steklo).  
 
2.3 ROD Listeria 
 
Rod Listeria trenutno sestavlja sedemnajst vrst bakterij, vključujoč 9 novo opisanih. 
Genomski in fenotipski podatki jasno opredeljujejo ločeno skupino 6 vrst (Listeria sensu 
strictu) s skupnimi fenotipskimi lastnostmi (sposobnost rasti pri nizki temperaturi, gibljivost 
bička itd.). Samo dve vrsti veljata za patogeni: L. ivanovii in L. monocytogenes. Slednja se 
pojavlja kot pomemben patogen v človeški prehrani (Orsi in Wiedmann, 2016).  
 
2.3.1 Bakterije vrste L. monocytogenes  
 
Bakterije L. monocytogenes so Gram pozitivne, nesporogene, fakultativno anaerobne 
paličice, ki rastejo v temperaturnem območju med -0,4 in 50 °C. So katalazno pozitivne, 
oksidazno negativne in β-hemolizin aktivne. Organizem ima bičke razporejene okoli svoje 
celotne površine, kar mu omogoča značilno gibanje oziroma »prevračanje«, ki se pojavlja le 
v ozkem temperaturnem območju. V primeru gojenja pri 20 – 25 °C se flagelin izdatno 
proizvaja na površini celice, pri temperaturi višji od 37 °C je proizvodnja zmanjšana. 
Bakterija pri 20 °C stopinjah tvori bičke, vendar ne pri temperaturah, višjih od 37 °C (Lado 
in Yousef, 2007). Bakterije L. monocytogenes so splošno prisotne v prsti, površinski vodi in 
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na rastlinah. Zaradi njihove prisotnosti v naravnih okoljskih virih, predstavljajo živila glavni 
vektor prenosa teh bakterij v človeško telo. Med živili najpomembnejše rezervoarje L. 
monocytogenes predstavljajo mesni, mlečni (predvsem mehki zorjeni siri) in delikatesni 
izdelki ter ribe, morska živila in sveža zelenjava ter sadje (Kocot in Olszewska, 2017). L. 
monocytogenes je fakultativni intracelularni patogen, ki povzroča redko, a hudo človeško 
bolezen imenovano listerioza. Z visoko stopnjo umrljivosti od 20 % do 30 % prizadane 
zdravstveno najbolj ogrožene skupine, kot so nosečnice, imunsko oslabele osebe, starejše 
ljudi, bolnike z aids-om in rakom ter bolnike po presaditvi organov ali po steroidnih terapijah 
(Chen in sod., 2017). 
  
Olajšano preživetje L. monocytogenes v okolju živilsko-predelovalnih obratov predstavlja 
pomemben dejavnik tveganja za zdravje potrošnikov. Ključni korak pri nadzoru in 
preprečevanju izbruhov listerioze je tako čim hitrejše odkritje L. monocytogenes v okolju in 
živilih. Posledično je v ospredju razvoj različnih metodologij, ki temeljijo na PCR detekciji 
z L. monocytogenes specifičnimi tarčnimi geni. Zaradi hitrosti, natančnosti in preciznosti jih 
izpostavljajo kot pomembna orodja za odkrivanje, karakterizacijo in tipizacijo L. 
monocytogenes v vzorcih hrane in okolja (Chen in sod., 2017). 
 
2.3.2 Adhezivnost bakterije L. monocytogenes 
 
Bakterije L. monocytogenes se lahko pritrdijo na mnoge površine, kot so nerjaveče jeklo, 
steklo, les, porcelan, železo, plastične materiale, povoščene kartone in papir. Bakterija se na 
različne površine pritrja z različno afiniteto, tako je adhezija na primer močnejša na 
poliuretan in polivinil klorid, kot na nerjaveče jeklo (Lado in Yousef, 2007).    
 
Sposobnost adhezije je pripisana hidrofilnim interakcijam, prisotnosti bičkov, fibrilov in 
sintezi eksopolisaharidov (Lado in sod., 2007). Kot hidrofilen mikroorganizem ima tendenco 
k hitri (< 2 uri pri 20 °C in 30 °C) pritrditvi in kolonizaciji hidrofobnih substratov (Chavant 
in sod., 2002). Običajna temperatura proizvodnega okolja (22 °C), omogoča običkanost 
listerij in posledično adhezijo na nerjaveče jeklo pri teh pogojih (Vatanyoopaisarn in sod., 
2000). 
 
Lemon in sod. (2010) so pokazali, da je regulator biosinteze bičkov pfrA pomemben dejavnik 
filmotvornosti. Mutanti brez pfrA so pokazali zavrto adhezijo na abiotsko površino ali tvorbo 
deformiranega biofilma, medtem ko indukcija genske mutacije pfrA ni vplivala na gibljivost. 
 
2.4 ADHEZIJA BAKTERIJSKIH CELIC  
 
Adhezija bakterijskih celic je večstopenjski proces, na katerega vpliva mnogo dejavnikov: 
vrsta in sev bakterije, sestava in robustnost podlage, okoljski dejavniki in metabolni 
dejavniki (Dunne, 2002). Adhezija bakterijskih celic v osnovi poteka v treh korakih: (i) 
oblikovanje kondicionirnega filma, (ii) reverzibilna ali primarna adhezija in (iii) 
ireverzibilna ali sekundarna adhezija. V prvi fazi pride do adsorbcije manjših molekul na 
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površino, kot so voda in ioni soli. Kombinacija vode, ionov in proteinov tvori kondicionirni 
film in je vedno prisotna pred vezavo mikroorganizma (Boland in sod., 2010). V drugi fazi 
oziroma primarni adheziji pride do reverzibilne adhezije bakterijske celice na kondicionirni 
film. Na ta proces vpliva mnogo fizikalno-kemijskih dejavnikov, ki definirajo interakcije 
med bakterijsko celico in podlago (Dunne, 2002). Celice se na podlago pritrdijo kot 
posledica Brown-ovega gibanja celic ali njihovega lastnega gibanja. Največji vpliv na 
primarno adhezijo imajo hidrofobne interakcije in van der Waalsove sile (Katsutoshi in 
Shinya, 2010).  
 
Druga stopnja adhezije je faza fiksiranja, v kateri pride do povezave molekularnih adhezinov 
in površine. Ohlapno vezane celice se z receptorsko specifičnimi ligandi in s proizvodnjo 
eksopolisaharidov čvrsto pritrdijo na podlago. Ob zaključku druge stopnje je organizem 
trdno pritrjen na površino in adhezija je brez fizičnega ali kemičnega posega nepovratna 
(Dunne, 2002).  
 
Adhezija predstavlja začetni korak kolonizacije in nastanka biofilma-akumulirane biomase 
mikroorganizmov in zunajceličnih materialov na trdni površini (Boland in sod., 2010). 
Biofilmi so opredeljeni kot skupnost mikrobnih celic, pritrjenih na površino, ki so obdane z 
hidriranimi zunajceličnimi polimernimi snovmi (EPS). Glavne sestavine zunajceličnih 
polimernih snovi so polisaharidi, fosfolipidi in nukleinske kisline. Biofilm lahko predstavlja 
eno ali večvrstno združbo bakterij, od enoslojne do tridimenzionalne. Zreli biofilmi so 
visoko organizirani ekosistemi, z razporeditvijo vodnih kanalov na način, ki omogoča pretok 
hranil, metabolitov in odpadnih produktov (Sauer in sod., 2007).  
 
Tvorba biofilma predstavlja velik problem v primeru adhezije infektivnih in patogenih 
bakterij na abiotske površine, predvsem v živilski industriji. Biofilmi predstavljajo obliko 
samozaščite in organiziranosti bakterijskih celic (Xianming in Xinna, 2009), ki so zaradi 
obdanosti z zunajceličnim matriksom bolj odporne na protimikrobna sredstva kot posamezne 
celice (O'Toole in sod., 2000).  
 
2.4.1 Kvantifikacija adhezije  
 
Metode kvantifikacije bakterijske adhezije temeljijo na vrednotenju števila celic, ki so ostale 
pritrjene na podlago po določenem inkubacijskem času in postopkih spiranja. Rezultati so 
odvisni od eksperimentalnega postopka, predvsem pogojev inkubacije in spiranja 
nepritrjenih celic (Razatos in Georgiou, 2000).  
 
Kvantifikacija adherirane biomase najpogosteje temelji na barvanju biološkega materiala. 
Najpogosteje je uporabljeno barvanje z barvilom kristal vijolično. Triarilmetansko barvilo 
se veže na negativno nabite molekule, kot so bakterijske celične beljakovine ter sestavine 
zunajceličnega matriksa. Obarvane snovi je nato mogoče spektrofotometrično kvantificirati. 
Uspešna kvantifikacija je možna le pri stabilnih biofilmih, glavna pomanjkljivost barvanja s 
kristal vijoličnim barvilom pa je tudi nespecifično barvanje biofilmskega matriksa, 
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neodvisno od živosti celic. Kvantifikacija s kristal vijoličnim tako ni primerna za 
kvantifikacijo v fazi adhezije ter odkrivanje protimikrobnih snovi, ki selektivno ubijajo 
celice, a ne razgradijo matriksa (Doll in sod., 2016).   
 
Uporaba resazurina in test BacTiter-GloTM temeljita na metabolni celični aktivnosti. Tako je 
pri barvanju z resazurinom stopnja fluorescence v korelaciji s stopnjo celičnega dihanja, pri 
testu BacTiter-GloTM pa je luminiscenca premosorazmerna s količino celičnega adenozin 
trifosfata. Zaradi slabe občutljivosti metodi nista primerni za kvantifikacijo adhezije, ampak 
le za bakterijske biofilme (Doll in sod., 2016).  
 
Metode mikroskopske kvantifikacije v večini temeljijo na barvanju bakterij z barvili, ki 
zaradi sposobnosti interakcij z DNK specifično obarvajo žive in mrtve celice (ang. LIVE 
/DEAD barvila) ter na detekciji s konfokalno lasersko mikroskopijo. Bakterije z 
nepoškodovanimi membranami fluorescirajo zeleno, medtem ko bakterije s poškodovanimi 
membranami fluorescirajo rdeče. LIVE/DEAD barvanje omogoča dobro ponovljivo 
kvantifikacijo bakterijske adhezije in faze nastanka biofilma (Doll in sod., 2016).  
 
Zaradi potrebe po hitrih, preciznih in dobro ponovljivih rezultatih ter metodah z nizko mejo 
detekcije, so v zadnjem času v ospredje stopile metode na osnovi PCR. Metoda PCR v 
realnem času je hitra, natančna, občutljiva in primerna za preučevanje bakterijske adhezije, 
v kolikor so znani specifični oligonukleotidni začetniki za določen organizem (Candela in 
sod., 2005). Nadaljnji razvoj metode PCR v realnem času je privedel do razvoja digitalnega 
PCR, ki omogoča absolutno kvantifikacijo. Digitalni PCR ima mnogo prednosti, kot so 
visoka preciznost, redkost mutacij pri pomnoževanju, majhen vpliv inhibitorjev in lažja 
optimizacija reakcije (Klančnik in sod., 2015).  
 
Tudi metode na osnovi PCR pa imajo svoje pomanjkljivosti. Glavna omejitev metode pri 
kvantifikaciji biofilma je pomnoževanje DNK, tako mrtvih kot živih celic (Nogva in sod., 
2000). Hkrati pa se kot omejitev, ki vpliva na rutinsko sprejetje metode, pojavlja tudi visok 
strošek reagentov in zahtevna priprava vzorcev (Tranušek in sod., 2011).    
  
2.5 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM ČASU 
 
Verižna reakcija s polimerazo v realnem času je nadgradnja klasičnega PCR, saj združuje 
kemijsko reakcijo verižne reakcije s polimerazo ob uporabi fluorescentne reporterske 
molekule, ki omogoča sprotno merjenje pomnožkov z vsakim PCR ciklom (Jeršek, 2009). 
Povečanje količine pomnožka zaznamo kot povečanje fluorescentnega signala, ki je 
posledica povezave med fluorogenim barvilom in pomnožkom oziroma njune hibridizacije 
(Jeršek, 2009) in je direktno sorazmeren s količino pomnožka (Mackay, 2004). Reakcija 
poteka v cikličnem termostatu, kjer se temperatura zvezno spreminja v ponavljajočih se 
ciklih, le da je vsak cikel sestavljen iz dveh faz: (1) denaturacija DNK pri T > 90 °C in (2) 
prileganje oligonukleotidnih začetnikov in oligonukleotidne sonde ter podaljševanje DNK 
pri temperaturi 50-60 °C z encimom DNK-polimeraza. V vsakem ciklu se količina DNK 
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podvoji. Reakcija običajno poteka v 40 ponovitvah cikla, koncentracija specifičnega dela 
DNK pa se pomnoži tudi do 109 kopij DNK (Jeršek, 2009).   
 
2.5.1 Detekcija produktov s PCR v realnem času  
 
Produkte qPCR lahko detektiramo ali s fluorogenimi barvili, ki se vežejo v dvoverižno DNK 
(nespecifična metoda detekcije) ali s sekvenčno specifičnimi sondami, ki so označene s 
fluorogenimi molekulami (Qiagen®, 2009).  
 
Pri nespecifičnih metodah detekcije se fluorogeno barvilo (običajno SYBR® Green I) veže 
v vse dvoverižne DNK molekule in ob tem oddaja fluorescentni signal (Qiagen®, 2009). 
Barvilo SYBR® Green I se nespecifično veže na vsako dvoverižno DNK in fluorescira le, ko 
je vezano v DNK. Slabost nespecifičnih metod je v vezanju fluorogenih barvil na vse 
pomnožke, tako specifične kot tudi nespecifične, različne dimere, kar lahko vodi v napačno  
interpretacijo  rezultatov ali celo lažno pozitiven rezultat (Jeršek, 2009).  
 
Nasprotno pa specifične metode detekcije s sekvenčno specifičnimi sondami, označenimi s 
fluorogenimi barvili, zagotavljajo visoko stopnjo občutljivosti in specifičnosti, saj 
detektirajo zgolj željeni produkt. TaqMan® sonde so dvojno označene sekvenčno specifične 
oligonukleotidne sonde, označene z reporterskim fluorogenom (R) na 5’ koncu sonde ter 
zaviralnim flourogenom (Q) na 3’ koncu sonde. V fazi prileganja oligonukleotidnih 
začetnikov in podaljševanja DNK sondo v smeri 5’ -> 3’ razcepi eksonukleazna aktivnost 
Taq DNK polimeraze in odcepi reporterski fluorogen. To povzroči fluorescenčni signal, ki 
je sorazmeren količini nastalega produkta oziroma pomnožkov produkta (Qiagen®, 2009).  
 
2.5.2 Kvantifikacija s PCR v realnem času  
 
Pri qPCR se podatki o količini pomnožka pridobijo na podlagi praga cikla - Ct točke na 
analogni fluorescenčni krivulji, v kateri se signal poveča nad signalom ozadja (Hindson in 
sod., 2011). Povezava med fluorescencno in količino pomnožkov omogoča natančno 
kvantifikacijo tarčnih molekul v širokem dinamičnem območju (Nolan in sod., 2006). 
Programska oprema, povezana s PCR aparaturo, omogoča beleženje povečane flourescence 
v realnem času tekom reakcije PCR. Program sproti beleži in konstruira graf poteka reakcije, 
ki predstavlja odvisnost spremembe jakosti fluorescence (ΔRn) od števila ciklov PCR (Arya 
in sod., 2005). ΔRn predstavlja razliko emitirane fluorescence produkta, nastalega v 
posameznem času in emitirano fluorescenco ozadja. Fluorescenca ozadja predstavlja mejo 
detekcije fluorescentnega signala inštrumenta. Program določi optimalen prag detekcije 
glede na izračun desetkratne standardne deviacije povprečnega signala ozadja med tretjim in 
petnajstim ciklom. Točka, v kateri fluorescentni signal preseže prag detekcije je definirana 
kot prag ciklov (Ct). Ct predstavlja število ciklov pri katerem se fluorescenca, ki jo 
proizvedejo pomnožki tarčnega gena, dvigne nad fluorescenco praga detekcije. Je ključna 
vrednost za pridobitev natančnih in ponovljivih rezultatov, ter omogoča kvantifikacijo 
pomnožkov s PCR v realnem času (Arya in sod., 2005).  
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Slika 5: Pomnoževanje tarčne molekule DNK z metodo PCR v realnem času (Balažic, 2010). 
 
Količino izraženih genov lahko merimo z relativnim ali absolutnim qPCR. Relativna 
kvantifikacija določa spremembe v količini tarčne molekule DNK neznanega vzorca glede 
na količine tarčne molekule v referenčnem genu oziroma interni kontroli (Pfaffl, 2004). 
Relativna kvantifikacija temelji na stopnji izraženosti tarčnega gena glede na referenčni gen 
in je tako v številnih eksperimentih primerna za raziskovanje fizioloških sprememb v 
stopnjah izražanja genov. Relativna kvantifikacija je glede na absolutno kvantifikacijo 
preprostejša, saj ne potrebuje izdelave standardne krivulje (Nolan in sod., 2006). 
 
Z absolutno kvantifikacijo določamo količino pomnožkov tarčne DNK v neznanem vzorcu 
glede na standardno krivuljo, ki predstavlja serijo 5 -7 dilucij tarčne DNK z znano začetno 
koncentracijo. Standardna krivulja odraža linearno razmerje med vrednostmi Ct in 
logaritemsko vrednostjo teoretičnih koncentracij tarčnega zaporedja standarda (Balažic, 
2010). Natančnost absolutne kvantifikacije neznanega vzorca je v celoti odvisna od točnosti 
standardov in standardne krivulje (Pfaffl, 2004). Nepopolna učinkovitost pomnoževanja 
lahko vpliva na vrednost Ct, kar pa omejuje natančnost te tehnike za absolutno kvantifikacijo 
(Hindson in sod., 2011).   
 
2.5.3 Digitalna verižna reakcija s polimerazo  
 
Digitalna verižna reakcija s polimerazo (dPCR) predstavlja nov pristop k detekciji in 
kvantifikaciji nukleinskih kislin in hkrati alternativno metodo qPCR za absolutno 
kvantifikacijo in odkrivanje redkih alelov (Thermofisher Scientific Inc., 2017). Obenem 
predstavlja tudi izboljšavo običajnih metod na osnovi PCR, saj omogoča direktno določanje 
začetne količine nukleinskih kislin (Sykes in sod., 1992).  
 
Princip metode dPCR predstavlja razdelitev vzorca z vsebovano DNK v alikvote, torej 
manjše enote, v katerih reakcija poteka individualno. Reakcije bodo na podlagi prisotnosti 
ali odsotnosti molekul DNK podale pozitiven ali negativen rezultat reakcije. Reakcija 
omogoča pomnožitev ene molekule do 106 kopij, kjer detekcija temelji na kemijski reakciji 
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fluorogenih sond TaqMan® (Thermofisher Scientific Inc., 2017). Razdelki, v katerih DNK 
molekula ni prisotna, ne podajo fluorescenčnega signala. Delež negativnih reakcij se uporabi 
za generiranje absolutnega števila tarčnih molekul v vzorcu, brez potrebe po standardnih ali 
endogenih kontrolah (Thermofisher Scientific Inc., 2017). Kvantifikacija z metodo dPCR 
temelji na predpostavki o Poissonovi naključni porazdelitvi, ki pravi, da so molekule DNK 
naključno porazdeljene. Hkrati predpostavlja tudi, da je prisotnost zgolj ene tarčne molekule 
v reakcijski mešanici alikvota dovolj za pozitiven signal reakcije. Slednje velja le v idealnih 
PCR pogojih, saj prisotnost delno razgrajenih molekul DNK, metilacija, nespecifično 
podaljševanje in ostali dejavniki, prispevajo k zmanjšanju občutljivosti reakcije dPCR. 
Komercialno dostopni sistemi trenutno uporabljajo dva pristopa za kvantifikacijo tarčne 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 SHEMA POTEKA DELA  
 
  
Slika 6:  Shema dela - zaporedje vseh uporabljenih metod magistrskega dela.   
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3.2 MATERIAL  
 
3.2.1 Delovni mikroorganizmi 
 
Pri izvedbi eksperimentalnega dela smo uporabili devetnajst različnih sevov bakterije C. 
jejuni iz zbirke mikroorganizmov Laboratorija za živilsko mikrobiologijo, Katedre za 
biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil Oddelka za Živilstvo Biotehniške fakultete 
Univerze v Ljubljani. Uporabljeni sevi, njihov izvor in namen uporabe, so navedeni v 
preglednici 1.  
 
Preglednica 1: Seznam sevov bakterije C. jejuni, ki so bili uporabljeni v eksperimentalnem delu 
Oznaka seva  Izvor  
C. jejuni 81-176L; B1022 Humani, referenčni 
C. jejuni NCTC 11168L; B1023 Humani, referenčni 
C. jejuni NCTC 81116L; B1024 Humani, referenčni 
C. jejuni RM1221L; B1025 Humani, referenčni 
C. jejuni NCTC 12662L; B1026 Humani, referenčni 
C. jejuni 11168; Piščančje meso  
C. jejuni K49/4;   Humani, referenčni 
C. jejuni 58429; B862 Piščančje meso  
C. jejuni 9711; B879 Humani 
C. jejuni 9090;  B871 Humani 
C. jejuni 9581; B877 Humani 
C. jejuni  57360; B861 Piščančje meso 
C. jejuni 57359; B860 Piščančje meso 
C. jejuni 211/08; B855 Feces govedo 
C. jejuni 226 Voda  
C. jejuni 1271/08 B849 Feces puran 
C. jejuni 122/08; B847 Feces piščanec 
C. jejuni 53124 Piščančje meso 
C. jejuni 81-176 Humani, referenčni 
 
Za delovni sev bakterije L. monocytogenes smo izbrali in uporabili sev 601 (Ljubljana, 
Biotehniška fakulteta, Laboratorij za živilsko mikrobiologijo).  
 
3.2.2 Mikrobiološka gojišča 
 
Vsa gojišča smo pripravili po navodilih proizvajalca, jih sterilizirali v avtoklavu pri pogojih 
121 °C/15 min, ohladili in do uporabe hranili v hladilniku pri 6 °C. Specifično pripravo je 
imelo le gojišče Karmali z antibiotikom.  
 
● Tekoče gojišče Müeller-Hinton (MHB) (Oxoid LTD, Anglija) 
● Trdno gojišče Triptični sojin agar (TSA) (Biolife, Italija) 
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● Tekoče gojišče Triptični sojin bujon (TSB) (Biolife, Italija) 
● Trdno gojišče Karmali (Oxoid LTD, Anglija) z dodanim antibiotikom za selektivnost:  
Priprava: Zatehta 21,5 g v 500 ml dH2O. Zmes smo v avtoklavu sterilizirali pri pogojih 121 
°C/15 min. Tako pripravljen medij smo ohladili na 40 – 50 °C, mu dodali dodatek za 
selektivnost Campylobacter Selective Supplement (Karmali; Oxoid LTD, Anglija). Dodatek 
za selektivnost smo predhodno raztopili z dodatkom 1 ml absolutnega etanola in 1 ml sterilne 
destilirane vode. Pripravljen medij smo v aseptičnih pogojih razlili na sterilne petrijevke. 
Hranili smo ga v hladilniku pri 6 °C.  
 
3.2.3 Naravne učinkovine  
 
Uporabili smo čiste komponente (Sigma Aldrich, Nemčija): karvakrol, timol, (-)α-pinen in 
epigalokatehin galat. Na precizni analitski tehtnici smo zatehtali 15 mg čiste komponente in 
ji dodali 500 µl dimetil sulfoksida (Merck, Nemčija). Do uporabe smo raztopine s 
koncentracijo 30 mg/ml hranili v zamrzovalniku pri -20 °C. 
 
3.2.4  Reagenti za PCR  
 
Reagenti za lizo bakterijskih celic: 
• Destilirana deionizirana sterilna voda H2O  
• PrepMan® Ultra Sample Preperatoin Reagent (Applied Biosystem by Life 
Technologies, Anglija) 
 
Regenti za Real Time PCR in dPCR: 
• Universal PCR Master Mix TaqMan® (Applied Biosystem by Life Technologies, 
Anglija)  
• Sonda za C. jejuni: CJ-ccoN-6-FAM-MGB (OMEGA d.o.o., Anton Kovač)  
• Začetni oligonukleotid 1 za C. jejuni: CJ- ccoN-F (OMEGA d.o.o., Anton Kovač) 
• Začetni oligonukleotid 2 za C. jejuni: CJ- ccoN-R (OMEGA d.o.o., Anton Kovač) 
• Sonda za L. monocytogenes: PhlyA-MGB-probe (OMEGA d.o.o., Anton Kovač)   
• Začetni oligonukleotid 1 za L. monocytogenes: FhlyA (OMEGA d.o.o., Anton 
Kovač) 
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3.2.5 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 2: Laboratorijska oprema. 
Laboratorijski material Oznaka, specifikacija Proizvajalec  
Anaerobne posode  Oxoid, Velika Britanija 
Avtoklav  Sutjeska, Srbija 
Avtomatske pipete, 
multikanalske pipete in nastavki  
2,5 µl, 10 µl, 100 µl, 200 
µl, 1000 µl, 10 ml 
Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga Namizna Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga Za mikrotitrske plošče Eppendorf, Nemčija 
Cepilne zanke (plastične)  VWR, Velika Britanija 
Čip z razdelki za digitalni PCR  Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Čitalec mikrotitrskih plošč   Tecan Trading, AG Švica 
Digitalni PCR  Thermo Fisher Scientific, ZDA  
Epice 1,5 ml, 2,0 ml  Eppendorf 
Epice in pokrovčki za PCR  Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Hladilnik 6-7 °C Zanussi, Japonska 
Inkubator 37 °C, 42 °C Kambič, Slovenija 
Kivete  Starstedt, Nemčija 
Laminarij  Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Mešalnik in grelnik mikrotitrskih 
plošč 
Termomixer comfort Eppendorf, Nemčija  
Mikrocentrifugirke  1,5 ml, 2,0 ml Eppendorf 
Mikrovalovna pečica  Sanyo, Japonska 
Parafilm  Pechiney Plastic Packaging Company, 
ZDA 
PCR v realnem času 7500 Real Time PCR 
System  
Applied BioSystem, Thermo Fisher 
Scientific, ZDA 
Petrijeve plošče 96 x 300 μl, polistiren Starstedt, Nemčija 
Plinski gorilnik  USBECK, Nemčija 
Plinska jeklenka z mešanico 
plinov 
Mešanica plinov: O2, 
CO2, N2 
Istragas, Slovenija 
Plastične epruvete  20 ml, 50 ml  
Plastični lonček  100 ml  
Polistirenske mikrotitrske plošče 96 -luknjične Sigma Aldrich, Nemčija 
Precizna analitska tehtnica  Sartorius analytic, Nemčija 
Stresalnik mikrotitrskih plošč  Eppendorf, Nemčija 
Ultrazvočna vodna kopel  HAAKE, Nemčija 
UV/VIS Spektrofotometer  Lambda Perkin Elmer, ZDA 
Vakumski izpiralec  VWR, ZDA 
Vrtinčno namizno mešalo  Ika, Belgija 
Zamrzovalnik -20 °C,  LHT, Slovenija 
Zamrzovalnik -80 °C  Heto Ultra Freeze, Kanada 
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3.3 METODE DELA 
 
3.3.1 Revitalizacija bakterij 
 
Seve bakterij C. jejuni smo do revitalizacije hranili v skrinji pri -80 °C. Revitalizirali smo 
jih s precepom na trdno selektivno gojišče Karmali z dodatkom antibiotika. Petrijeve 
ploščice s precepljenimi kulturami smo v anaerobnem loncu 30 sekund prepihavali z 
mešanico plinov O2, CO2, N2, ter tako ustvarili mikroaerofilne pogoje. Sledila je inkubacija 
od 24 do 72 h pri 42 °C. Po inkubaciji smo bakterije prenesli iz trdnega gojišča v 4 ml 
tekočega gojišča MHB. Nadalje smo s 24 – urno inkubacijo pri 42 °C v mikroaerofilnih 
pogojih pripravili prekonočno kulturo. 
 
Bakterije L. monocytogenes ŽM 601 smo do revitalizacije hranili v skrinji pri -20 °C. 
Bakterije smo revitalizirali s precepom na trdno gojišče TSA in inkubirali 24 h pri 37 °C. Za 
pripravo prekonočne kulture smo bakterije precepili iz trdnega gojišča TSA v 4 ml tekočega 
gojišča TSB ter inkubirali 24 h na stresalniku (100 rpm/min) pri 37 °C.  
 
3.3.2 Priprava standardiziranega inokuluma z merjenjem optične gostote 
Priprava standardnega inokuluma je potekala po principu merjenja optične gostote z 
merilcem optične gostote (Lambda, Perkin Elmer, ZDA). Prekonočne kulture smo pripravili 
v meji od 0,1 do 0,2 optične gostote suspenzije. Merjenje OD suspenzije celic je potekalo v 
plastičnih kivetah z merjenjem absorbance pri 600 nm. Dobljene meritve smo dalje 
preračunali po formuli:  
OD x 10 = X1                                                                …(1) 
 
kjer je OD izmerjena optična gostota in X1 deset-kratni pomnožek optične gostote. Nadalje 




=  Vkulture                                                                …(2)      
                              
ter volumen medija, ki smo ji ga dodali:  
1 – Vkulture = Vgojišča/medija                                                                       …(3) 
 
Po združitvi Vkulture in Vgojišča, smo v epruveti dobili volumen 1 ml. Temu smo dodali 9 ml 




Pretnar G. Kvantifikacija kombiniranega protiadhezijskega… z metodami na osnovi PCR.                          21                       
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018             
 
                   
3.3.3 Priprava inokulumov za določanje adherirane biomase bakterij C. jejuni  
 
Standardizirane inokulume sevov 81-176L, NCTC 11168L, NCTC 81116L, RM1221L, 
NCTC 12662L, 11168, K49/4 bakterije C. jejuni smo nanesli na polistirenske mikrotitrske 
plošče dimenzije 96 x 300 µl. Inokulirali smo 16 x 200 µl posameznega seva. Kontrolni 
vzorci so vsebovali 200 µl čistega gojišča MHB. Plošče smo inkubirali v mikroaerofilnih 
pogojih in pri 42 °C različna časovna obdobja: 24 ur, 5 in 11 dni.  
 
3.3.4 Metoda barvanja s kristal vijoličnim za določanje adherirane biomase bakterij 
C. jejuni 
 
Za določanje biomase biofilma smo izbrali metodo barvanja s kristal violet, kjer se barvilo 
veže na negativno nabite molekule, kot so bakterijske celične beljakovine ter sestavine 
zunajceličnega matriksa. Obarvane snovi je nato mogoče spektrofotometrično kvantificirati, 
saj naj bi bila količina vezanega barvila proporcionalna biomasi. Metoda je tako bolj 
primerna za določanje zrelih biofilmov. Po drugi strani metoda ne loči med živimi in mrtvimi 
celicmi in tako ni primerna za določanje adhezije bakterijskih celic, torej prve faze nastanka 
biofilma (Doll in sod., 2016).    
 
Po inkubaciji (24 ur, 5 dni ali 11 dni) smo vsebino MTP ostranili z multikanalskim 
sesalnikom, ter spirali z dodatkom 200 µl fiziološke raztopine. Spiranje smo ponovili 3-krat. 
Nato smo kulturo fiksirali na polistirensko ploščico s tokom toplega zraka. Sledil je dodatek 
200 µl 0,1 % barvila kristal violet. Po 20 minutni inkubaciji pri sobni temperaturi smo barvilo 
odlili in ploščice nedirektno spirali s tekočo vodo. Sledila je ponovna toplotna fiksacija in 
dodatek 200 µl 95 % etanola. Z merjenjem absorbance pri 600 nm smo določili stopnjo 
adherirane biomase posameznih sevov C. jejuni na polistiren.  
 
3.3.5 Metoda na osnovi PCR  
 
3.3.5.1 Liza bakterijskih celic in priprava lizata celic z DNK 
 
Lizo bakterijskih celic smo opravili po protokolu PrepMan® Ultra Sample Preparation 
Reagent Protocol. Po 24-urni inkubaciji smo odstranili nepritrjene celice in MTP 3x spirali 
z 200 μl fiziološke raztopine. Dodali smo 100 μl reagenta PrepMan®. Adherirane celice smo 
odstranili z 10 min tretiranjem vzorcev z ultrazvočnimi valovi v ultrazvočni kopeli. Nadalje 
smo vzorce 10 min segrevali pri 100 °C. Vzorce ohlajene na sobno temperaturo, smo 
centrifugirali 5 min pri 2000 obratih. Po centrifugiranju je supernatant predstavljal naš 
vzorec - vsebino liziranih celic vključno z DNK.  
 
Za pripravo vzorcev C. jejuni smo po centrifugiranju odpipetirali 50 μl supernatanta in tako 
pridobili 3 biološke vzorce pri enakih pogojih (organizem, inkubacija, kombinacija dodanih 
naravnih učinkovin).  
 
Pretnar G. Kvantifikacija kombiniranega protiadhezijskega… z metodami na osnovi PCR.                          22                       
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018             
 
                   
Vzorce bakterije L. monocytogenes smo pripravili po principu združitve (»pooling«), kjer 
smo po lizi bakterijskih celic, združili 3 x 50 μl supernatanta iz 3 bioloških vzorcev. Združen 
supernatant smo z namenom odprave potencialnih nečistoč in motilcev PCR reakcije, 
centrifugirali 2 min pri 12 000 obratih. Iz centrifugiranega vzorca smo odvzeli 70 μl 
supernatanta. Vzorci so bili do uporabe shranjeni v skrinji pri -20 °C. Pred uporabo smo 
vzorce počasi odtalili na ledu, ter jih redčili v razmerju 1:9 s H2OPCR. 
 
3.3.5.2 Priprava oligonukleotidnih začetnikov in reakcijske mešanice  
  
Priprava reakcijske mešanice je potekala v posebnem prostoru in v komori za pripravo PCR 
reakcijske mešanice. Vse pripomočke in orodje smo predhodno izpostavili ultravijolični 
svetlobi za časovno obdobje 10-20 min. S tem smo razgradili potencialno prisotno DNK 
drugih mikroorganizmov in smo preprečili možnost navzkrižne kontaminacije. Reakcijsko 
mešanico smo pripravljali specifično za vsak qPCR glede na število vzorcev in vrsto 
bakterije. Na podlagi potrjene specifičnosti in občutljivosti metod za izvedbo kvantifikacije 
s qPCR za C. jejuni (Toplak in sod., 2012) in L. monocytogenes (Klančnik in sod., 2015) 
smo se odločili za uporabo nadalje opisanih razmerij reagentov. 
 
Glede na število vzorcev (N) smo izračunali volumne posameznih reagentov. Vsaki seriji 
smo dodali eno ali dve negativni kontroli ter 1-3 rezervne vzorce, odvisno od števila vseh 
vzorcev. Skupen volumen PCR reakcijske mešanice za posamezen vzorec je bil 16 μl. Dodali 
smo 4 μl suspenzije DNK. Končen volumen enega vzorca je bil tako 20 μl.  
 
V 0,5 ml epico smo odmerili izračunan volumen H2OPCR, dodali Universal PCR Master Mix 
TaqMan®, oligonukleotidne začetnike in sonde. Po dodatku vseh reagentov smo reakcijsko 
mešanico premešali na namiznem mešalniku ter razdelili v PCR epice po 16 oz. 8 µl na 
vzorec. V negativno kontrolo smo dodali še 4 oz. 2 µl H2OPCR, kot ekvivalent vzorcem z 
DNK. 
 
Preglednica 3: Razmerja in izračun delovnih volumnov sestavin reakcijske mešanice za qPCR. 
  Vvzorca= 20 μl Vvzorca= 10 μl 
Mix za C. jejuni Mix za L. monocytogenes količina (μl) količina (μl) 
Število vzorcev Število vzorcev 1 x N* 1 x N* 
H2OPCR H2OPCR 2,36 x N 1,18 x N 
TaqMan® Universal PCR Master 
Mix 
TaqMan® Universal PCR 
Master Mix 
10,00 x N 5,00 x N 
Oligonukleotidni začetnik 1:  
ccoN-F  
Oligonukleotidni začetnik 1: 
FhlyA  
1,8 x N 0,9 x N 
Oligonukleotidni začetnik 2:  
ccoN-R  
Oligonukleotidni začetnik 2: 
RhlyA  
1,8 x N 0,9 x N 
Sonda: ccoN-Probe Sonda: PhlyA  0,04 x N 0,02 x N 
 Vskupni: 16 x N 8 x N 
 Vvzorca = VPCR reak. meš. + Vliz. DNK 16  + 4 8 + 2 
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Za izvedbo kvantifikacije C. jejuni s qPCR smo izbrali oligonukleotidni začetnik s tarčnim 
genom ccoN (Toplak in sod., 2012) ter za bakterijo vrste L. monocytogenes oligonukleotidni 
začetnik s tarčnim genom hlyA (Tranušek in sod., 2011). Pred pripravo reakcijske mešanice 
smo pripravili ustrezne suspenzije in redčitve komercialnih liofiliziranih oligonukleotidnih 
začetnikov (OMEGA d.o.o.). Centrifugirali smo jih 6 min pri 10 000 obratih in z H2OPCR 
redčili do ustrezne delovne koncentracije 10 μM. Redčitve so bile v alikvotih do uporabe 
hranjene na -20 °C. 
 
Preglednica 4: Uporabljeni oligonukleotidni začetniki in sonde, njihove oznake in sekvence.  
Tarčna bakterija   
in gen  
Oznaka oligonukleotida Sekvenca (5´ → 3´)  
C. jejuni (ccoN)  Oligonukleotidni začetnik 1: 
CJ_ccoN_F 
TGGTCTAAGTCTTGAAAAAGTGGCA 
Oligonukleotidni začetnik 2: 
CJ_ccoN_R 
ACTCTTATAGCTTTTCAAATGGCATATCC 
Sonda: CJ_ccoN_probe 6-FAM-CTCCTGCTAAATAATTTAA-MGB 
L. monocytogenes 
(hlyA) 




Oligonukleotidni začetnik 2: 
RhlyA 
AACTGCTCTTTAGNTACAGCTTTGC 
Sonda: PhlyA 6-FAM-TGAACCTACANGACCTTCC-MGB 
 
3.3.5.3 Razmere pomnoževanja in izvedba PCR v realnem času  
 
Reakcijski mešanici smo nato dodali 4 oz. 2 µl redčenih lizatov celic s tarčno DNK oziroma 
naših vzorcev. Končni reakcijski volumen je bil tako 20 oziroma 10 μl. Vzorci so bili pred 
vsako izvedbo PCR v realnem času centrifugirani 30 s pri 10 000 obratih.  
  
qPCR je bil izveden z aparaturo 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystem). Razmere 
pomnoževanja so bile enake pri kvantifikaciji obeh vrst bakterij in so razvidne na sliki 6: 2 
min pri 50 °C (temperiranje), 1 cikel trajajoč 10 min pri 95 °C,  ko poteka začetek 
denaturacije DNK in aktivacija DNK-polimeraze, 40 ciklov dolgih 15 sekund pri 95 °C za 
denaturacijo DNK ter 1 min pri 60 °C za prileganje oligonukleotidnih začetnikov in 
pomnoževanje DNK (Toplak in sod., 2012; Klančnik in sod., 2015). 
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Slika 7: Prikaz programske sheme z uporabljenimi temperaturno – časovnimi fazami pomnoževanja DNK.  
 
3.3.5.4 Optimizacija metode qPCR 
 
Pri optimizaciji smo se osredotočili na vse potencialno vplivne dejavnike in testirali vpliv 
volumna reakcijske mešanice, koncentracije DNK ter čistost vzorca in prisotnost nečistoč, 
različnega vzorčenja, občutljivost, ponovljivost in učinkovitost.  
 
Vpliv volumna reakcijske mešanice smo preverili z izvedbo qPCR na aparaturi Applied 
Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems na Katedri za biotehnologijo, mikrobiologijo 
in varnost živil Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani in aparaturi Applied 
Biosystems® 7500 Fast Real-Time PCR Systems podjetja Omega d.o.o.. Natančnost in 
ponovljivost metode je v veliki meri odvisna od priprave reakcijske mešanice za qPCR: 
koncentracija uporabljenih oligonukleotidnih začetnikov in sond, razmerja med količinami 
uporabljenih reagentov ter njihov volumen. Tako smo primerjali ponovljivost reakcij dveh 
končnih volumnov:  
• Končni volumen mešanice 20 μl: 16 μl PCR reakcijske mešanice + 4 μl redčene 
suspenzije lizata DNK  
• Končni volumen mešanice 10 μl: 8 μl PCR reakcijske mešanice + 2 μl redčene 
suspenzije lizata DNK  
 
Zaradi možnost vpliva prisotnih nečistoč (npr. proteinov, lipidov in fenolnih spojin) na 
natančnost in ponovljivost rezultatov, smo primerjali kontrolne vzorce L. monocytogenes pri 
10-kratni in 100-kratni redčitvi DNK.  
 
Vpliv priprave vzorcev na ponovljivost rezultatov smo testirali s primerjavo dveh različnih 
principov postopka izolacije DNK:  
• Vzorčenje lizatov celic z DNK bakterij vrste C. jejuni je potekalo individualno za 
vsak biološki vzorec. 
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• Vzorčenje lizatov celic z DNK bakterij vrste L. monocytogenes je potekalo po 
principu združitve (ang. Pooling), kjer smo 3 biološke vzorce združili v enega.  
 
Občutljivost metode je izražena kot meja detekcije LOD (ang. Limit of detection) ter meja 
kvantifikacije LoQ (ang. Limit of quantification). Vrednost LOD predstavlja minimalno 
število kopij DNK v vzorcu, ki so detektirane z določeno natančnostjo, in sicer 95 %. 
Teoretično je najnižja možna vrednost LOD 3, ob predpostavki Poissonove porazdelitve ter 
95 % možnostjo vključitve vsaj 1 kopije DNK v PCR in njeno detekcijo (Bustin in sod., 
2009). Meja detekcije je bila izračunana in izražena s pomočjo standardne krivulje, izdelane 
specifično za posamezen sev bakterije. Vrednost LOD smo izračunali po formuli 5: 
LOD = (3.3 x SDLR) / k                                                      …(5) 
 
kjer je SDLR standardna deviacija linearne regresije standardne krivulje in k naklon 
standardne krivulje.  
 
The Clinical Laboratory Standards Institute definira LoQ kot najmanjše število kopij DNK 
v vzorcu, ki jo je mogoče kvantitativno določiti z določeno natančnostjo metode pri 
navedenih eksperimentalnih pogojih. V primeru določanja občutljivosti metode pri qPCR, 
LoQ predstavlja spodnjo in zgornjo mejo (ang. Cutoff point) vrednosti Ct, izven katerih Ct 
vrednosti niso sprejemljive. LoQ tako predstavlja rang kvantifikacije in smo jo izračunali po 
formulah 6 in 7: 
Log (cDNKmin, max) = (Ctmin, max – n) / k                                          …(6)  
 
cDNKmin, max = log (cDNK min, max)10                                             …(7)    
      
kjer je cDNKmin število kvantificiranih kopij DNK pri največji redčitvi in predstavlja spodnjo 
mejo kvantifikacije, cDNKmax število kvantificiranih kopij pri najnižji redčitvi in predstavlja 
zgornjo mejo kvantifikacije, Ctmin, max najnižje in najvišje število ciklov podvojevanja, n 
sečišče premice ter k naklon premice. 
 
Učinkovitost pomnoževanja (E) in korelacijski koeficient (R2) qPCR smo  določili na 
podlagi izdelane standardne krivulje s serijo 6 ali 7-kratnih redčitev lizatov bakterije vrste L. 
monocytogenes in miksom sevov bakterij C. jejuni. Učinkovitost (E) in korelacijski 
koeficient (R2) smo računali iz naklona standardne krivulje, ob predpogoju, da Ct vrednost 
predstavlja odvisno spremenljivko ter logaritem koncentracije DNK neodvisno 
spremenljivko: 
E (%) = [(10 -1 / k - 1) x 100 ]                                             …(8) 
 
kjer je E učinkovitost in k naklon umeritvene krivulje.  
 
Ponovljivost oziroma natančnost metode se nanaša na preciznost in robustnost metode na 
podlagi rezultatov ponavljajočih se analiz enakega eksperimenta (Bustin in sod., 2009). 
Izrazili smo jo kot standardno deviacijo (SD) vrednosti Ct enega biološkega vzorca. 
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3.3.6  Absolutna kvantifikacija in priprava standardne krivulje 
 
Izdelava standardne krivulje za kvantifikacijo je potekala v dveh korakih: liza bakterijskih 
celic in priprava standardnega vzorca ter absolutna kvantifikacija standardnega vzorca z 
metodo dPCR in priprava standardne krivulje z metodo qPCR serijskih redčitev znane 
koncentracije.  
 
3.3.6.1 Priprava standardnega vzorca  
 
Priprava standardnega vzorca za izdelavo standardne krivulje je potekala različno glede na 
vrsto bakterije. Pri izdelavi umeritvene krivulje za kvantifikacijo DNK bakterij C. jejuni z 
metodo qPCR smo se odločili za pripravo mešanice večih različnih sevov bakterij C. jejuni 
navedenih v preglednici 1 (poglavje 3.2.1). Bakterije smo revitalizirali s precepom na trdno 
gojišče Karmali z dodatkom antibiotika in jih inkubirali pri 42 °C/24 ur v mikroaerofilnih 
pogojih. Sledila je liza bakterijskih celic po protokolu PrepMan® Ultra Sample Preparation 
Reagent. Dobljenemu supernatantu smo izmerili koncentracijo DNK z LAMBDA Bio PLUS 
spektrofotometrom in z redčenjem standardizirali koncentracijo DNK posameznih sevov na 
13 ng/μl. Lizatu posameznega seva smo odvzeli 10 μl suspenzije in jo prenesli v skupen 
vzorec s končnim volumnom 110 µl in koncentracijo DNK 182 ng/μl. Mešanico lizatov celic 
z DNK različnih sevov C. jejuni smo nato absolutno kvantificirali s dPCR (N. Toplak, 
Omega d.o.o) in s qPCR izdelali standardno krivuljo. 
 
Za pripravo standardnega vzorca bakterije L. monocytogenes, smo uporabili sev L. 
monocytogenes ŽM 601. Sev smo revitalizirali s precepom na trdno gojišče TSA in 
inkubirali 24 h pri 37 °C. Sledila je liza celic po protokolu PrepMan®, vzporedno za 5 
vzorcev. Po centrifugiranju smo odvzeli 50 μl supernatanta in jih združili v eno epico ter še 
enkrat centrifugirali 2 min pri 12 000 obratih. Vzorec smo alikvotirali v pet epic in do 
uporabe hranili pri -20 °C.  
 
3.3.6.2 Absolutna kvantifikacija z metodo digitalnega PCR   
  
Pri izračunu ustreznih količin in pri pripravi vzorcev za dPCR smo sledili protokolu 
QuantStudio™ 3D Digital PCR System. Standardnemu vzorcu lizata DNK L. 
monocytogenes smo izmerili koncentracijo in določili teoretično število kopij na genom. 
Tako smo določili koncentracije, ki smo jih uporabili pri izvedbi dPCR: 100x, 500x in 1000x. 
Reakcijska mešanica za dPCR s končnim volumnom 15 μ je bila pripravljena v razmerjih in 
količinah podanih v preglednici 5. 
 
Vzorce smo vbrizgali v QuantStudioTM 3D Digital PCR čipe z uporabo QuantStudioTM 3D 
Digital PCR chip loader-ja. Čipi smo nato vstavili v aparaturo ProFlexTM 2 x Flat PCR 
system, kjer je pri specifičnih pogojih pomnoževanja potekala reakcija PCR. Po končani 
reakciji smo čipe optično analizirali z QuantStudio™ 3D Digital PCR instrument for 
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imaging. Obdelava podatkov in analiza rezultatov je potekala v QuantStudio™ 3D Analysis 
Suite Software v programu za absolutno kvantifikacijo. 
 
Preglednica 5: Razmerja in količine za pripravo reakcijske mešanice za dPCR. 
Priprava vzorca količina za 1 čip (μl) 
QuantStudioTM 3D Digital PCR Master Mix 7,5 
Oligonukleotidni začetnik 1: FhlyA 1,35 
Oligonukleotidni začetnik 2: RhlyA 1,35 
FAM-MGP sonda: PhlyA 0,3 
Voda 3 
Skupaj:  13,5 
Dodatek vzorca (lizat z DNK), pri NTC dodatek H2OPCR  1,5 
  
3.3.6.3 Priprava standardne krivulje s PCR v realnem času 
 
Za kvantifikacijo s qPCR smo pripravili serijo šestih (L. monocytogenes) in sedmih (C. 
jejuni) koncentracij, redčenih v razmerju 1:9. Reakcija qPCR je bila izpeljana v štirih 
tehničnih ponovitvah vzorca ter v dveh ponovitvah reakcije. Pri izpeljavi qPCR smo se držali 
protokola opisanega v 3.3.5.2 in 3.3.5.3. 
 
3.3.7 Določanje protiadhezijske učinkovitosti z metodo qPCR ob dodatku naravnih 
učinkovin 
 
Pri pripravi poskusa smo vse MTP pripravljali po istem principu, spreminjalo se je le število 
dodanih naravnih učinkovin in količina posamezne naravne učinkovine. Učinkovine smo 
dodajali standardiziranemu inokulumu (106 CFU/ml) v kombinacijah ene, dveh, treh in štirih. 
Vse kombinacije so bile dodane inokulumu do koncentracije 0,1 mg/ml. Vzporedno smo na 
vsaki ploščici naredili tudi pozitivno kontrolo, ki je predstavljala le inokulum analizirane 
bakterije in s tem največjo stopnjo adhezije pri danih pogojih.  
 
3.3.7.1 Izračun delovnih koncentracij učinkovin 
 
Za ustrezne končne koncentracije dodanih naravnih učinkovin (0,1 mg/ml) smo pripravili 
delovne raztopine naravnih učinkovin. Uporabljene količine smo izračunali po formuli: 
V2 = (K1/(K0 x V)  )/((1 − K1)/K0)                                         …(9)                                                                                             
 
V2 je volumen dodane naravne učinkovine s koncentracijo založne raztopine 30 mg/ml, K1 
je koncentracija, ki smo jo želeli, K0 koncentracija raztopine naravne učinkovine ter V 
volumen, ki smo ga potrebovali. V kolikor smo dodali več kot eno učinkovino, smo ta 
volumen delili s številom dodanih naravnih učinkovin: 
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Vx= V2 / N                                                                …(10)  
 
kjer je Vx volumen dodane posamezne učinkovine in N število dodanih učinkovin. 
 
3.3.7.2 Priprava vzorcev z različnimi kombinacijami naravnih učinkovin 
 
Dodane naravne učinkovine so bile predhodno raztopljene v dimetil sulfoksidu in 
pripravljene v založni koncentraciji 30 mg/ml. Vzorci so bili pripravljeni v količinah in 
razmerjih podanih v preglednici 6. 
 
Preglednica 6: Volumni inokuluma in dodanih naravnih učinkovin.  
Število dodanih naravnih 
učinkovin 
V Std. inokulum (µl) Dodatek učinkovine (µl)  Delovna koncentracija 
v vzorcih 
1 650 2,17 0,1 mg/ml 
2 700 1,170 0,1 mg/ml 
3 650 0,723 0,1 mg/ml 
4 650 0,543 0,1 mg/ml 
Pozitivna kontrola 700 0 0 
 
Naravne učinkovine karvakrol, timol, α-pinen in epigalokatehin galat so bile dodane 
posamezno ali kombinacij podanih v preglednici 7. Mešanice večih učinkovin so bile 
sestavljene iz enakovrednih deležev posameznih učinkovin. 
 
Preglednica 7: Naravne učinkovine in njihove kombinacije. 
Število dodanih 
učinkovin Kombinacije učinkovin 
1 učinkovina Karvakrol, Timol, α- pinen, EGKG 
2 učinkovini 
K+T: Kombinacija karvakrola in timola, 
K+α-P: Kombinacija karvakrola in α-pinena, 
K+EGKG: Kombinacija karvarkola in epigalokatehin galata, 
T+ α-P: Kombinacija timola in α-pinena, 
T+EGKG: Kombinacija timola in epigalokatehin galata, 
P+EGKG: Kombinacija α-pinena in epigalokatehin galata, 
3 učinkovine K+T+ α-P: Kombinacija karvakrola, timola in α-pinena, 
K+T+EGKG: Kombinacija karvakrola, timola in epigalokatehin galata, 
K+α-P+EGKG: Kombinacija karvakrola α-pinena in epigalokatehin galata 
T+α-P+EGKG: Kombinacija timola, α-pinena in epigalokatehin galata 
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200 µl tako pripravljenih vzorcev smo odpipetirali v MTP. Vzorce z bakterijami C. jejuni 
sev K49 smo inkubirali pri 42 °C v mikroaerofilnih pogojih, ter vzorce z bakterijami L. 
monocytogenes sev ŽM 601 pri 37 °C v aerobnih pogojih 24 ur. 
 
3.3.7.3  Statistična obdelava podatkov 
 
Vsi vzorci so bili kvantificirani v treh tehničnih ponovitvah. Rezultati qPCR so bili 
statistično obdelani s programom IBM SPSS Statistic 22.0. Analizo podatkov smo opravili 
z deskriptivno statističnimi orodji (določitev povprečne vrednosti in standardne deviacije) 
ter ANOVA testom in ustreznimi Post Hoch testi z večkratno primerjavo med vzorci. 
Ničelno hipotezo smo preverili z 95 % stopnjo zaupanja; p < 0,05.  
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4 REZULTATI 
 
4.1 IZBIRA DELOVNEGA SEVA C. jejuni 
 
4.1.1 Spektrofotometrično določanje adherirane biomase bakterij C. jejuni 
 
Z metodo barvanja s kristal violet smo po 24-urni, 5 in 11 dnevni inkubaciji, 
spektrofotometrično določili absorbanco adherirane biomase pri 600 nm.  
 
 
Slika 8: Rezultati spektrofotometričnega določanja adherirane biomase bakterij C. jejuni po inkubaciji 24 ur, 5 
in 11 dni in barvanju s 0,1 % barvilom kristal violet. Rezultati so podani kot povprečje absorbanc (A) ± SD 
vrednosti.  
 
Vidno je povečevanje biomase v času od 24-urne do 5-dnevne inkubacije. Po 11-dnevni 
inkubaciji so vrednosti nizke, verjetno zaradi izrabe gojišča, pomanjkanja hranil in razpada 
biofilma. Po 24-urni, 5- in 11- dnevni inkubaciji ima izrazito najvišjo absorbanco sev NCTC 
11168. Ker pa nas je zanimala adhezija celic na površino, smo se osredotočili na rezultate 
po 24-urni inkubaciji. Iz rezultatov je razvidno, da v 24-ih urah največ adherirane biomase 




















Sevi C. jejuni 24h 5dni 11dni
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4.1.2 Določanje adheriranih celic bakterij C. jejuni z metodo qPCR  
 
Pri kvantitativnem določanju adheriranih celic z metodo qPCR smo določili vrednosti Ct 
sevov bakterij C. jejuni 81-176L, NCTC 11168L, 81116L, RM1221L, 12662L,  K49 in 
NCTC 11168 po 24-urni inkubaciji.   
 
 
Slika 9: Rezultati določanja adheriranih celic bakterij C. jejuni z metodo qPCR. Rezultati predstavljajo 
povprečne vrednosti Ct ± vrednosti SD sevov C. jejuni.  
  
Na sliki 9 zbrani rezultati predstavljajo povprečne vrednosti Ct različnih sevov bakterij C. 
jejuni. Sev K49 ima izrazito najnižjo vrednost Ct (23,79), kar pomeni, da so ti vzorci imeli 
največ tarčne DNK. Na podlagi najnižje dobljene vrednosti Ct in najnižje vrednosti SD smo 
se odločili za izbiro seva K49 v nadaljnjih fazah eksperimenta. 
 
4.2 OPTIMIZACIJA METODE qPCR  
 
4.2.1 Vpliv volumna reakcijske mešanice   
 
Vpliv volumna reakcijske mešanice smo preverili z vzporedno izvedbo qPCR na aparaturi 
Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems (Biotehniška fakulteta) in aparaturi 
Applied Biosystems® 7500 Fast Real-Time PCR Systems (Omega d.o.o.). Primerjava 
rezultatov (preglednica 8) nam pokaže boljšo ponovljivost in natančnost rezultatov dobljenih 
s PCR aparaturo 7500 Fast Real-Time PCR (Omega d.o.o). Ponovljivost rezultatov je 
izražena kot standardna deviacija tehničnih ponovitev vzorca in je pri Fast Real-Time PCR 
v meji sprejemljive (SD < 0,2), razen v primeru, kjer je SD = 0,64. Poleg višjih vrednosti 
SD, se neustreznost volumna reakcijske mešanice 10 μl pri izvedbi PCR s aparaturo 7500 
Real-Time PCR kaže tudi v slabi detekciji tehničnih ponovitev. V nasprotju z rezultati, 

























Sevi C. jejuni 
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Real-Time PCR (Omega d.o.o), pozitivni. Primerjava natančnosti pridobljenih rezultatov, ki 
predstavlja spremembo vrednosti Ct med vzorci različnih koncentracij, pokaže, da se vzorci 
z volumnom 20 μl bolj približajo teoretičnem optimumu, predvsem pri aparaturi 7500 Fast 
Real-Time PCR. 
 
Preglednica 8: Primerjava vrednosti Ct in standardnih deviacij tehničnih ponovitev vzorcev reakcijskih mešanic 
volumna 20 μl in 10 μl (VRM) pri izvedbi qPCR na dveh različnih aparaturah.  
L. monocytgenes ŽM 601  7500 Real-Time PCR 7500 Fast Real-Time PCR 
  Redčitev Ct ± SD Ct ± SD 
VRM = 20 μl Neredčen vz.   14,426 0,46 16,523 0,36 
  Neredčen vz.   15,081   16,018   
  10-kratna 18,307 0,65 19,843 0,10 
  10-kratna 19,227   19,696   
  100-kratna 22,192 0,14 23,150 0,18 
  100-kratna 22,389   23,399   
  NTC Und.   Und.   
VRM = 10 μl Neredčen vz.   UND / 16,129 0,11 
  Neredčen vz.   14,226   15,967   
  10-kratna 21,000 1,23 19,042 0,64 
  10-kratna 19,254   19,954   
  100-kratna 22,231 / 22,520 0,08 
  100-kratna Und.   22,402   
  NTC Und.  Und.   
 
V seriji 10-kratnih redčitev se vrednost Ct zvezno spreminja z teoretičnim faktorjem ΔCt = 
3,32, ki predstavlja 100 % učinkovitost, v praksi pa v območju ΔCt =3,1 – 3,58. Če glede na 
to primerjamo rezultate z volumnom reakcijske mešanice 20 μl, se le te gibljejo med ΔCt = 
3,1 - 4,1. Pri volumnu 10 μl so bile vrednosti ΔCt = 6,77; 5,03 in 2,9. Glede na to smo v 
nadaljevanju uporabljali 20 μl reakcijske mešanice.  
 
4.2.2 Vpliv koncentracije DNK in redčenja vzorcev na ponovljivost in točnost metode 
qPCR 
 
Preglednica 9 prikazuje rezultate vpliva redčenja vzorcev na reakcijo in kvantifikacijo s 
qPCR. Neredčenih oz. koncentriranih vzorcev nismo analizirali, saj je bila suspenzija lizata 
DNK motna, kar kaže na prisotnost nečistoč in narekuje nujno redčenje. Vzorce smo 
najprej10-krat in 100-krat redčili, nato jim izmerili koncentracijo in čistost. Preglednica 9 
prikazuje rezultate 10-kratnega in 100-kratnega redčenja kontrolnih vzorcev in vzorcev z 
dodatkom 4 učinkovin v subinhibitorni koncentraciji po 24-urni inkubaciji. Nizke SD 
vrednosti kažejo na dobro ponovljivost rezultatov (SD < 0,5). Med vzorcema redčenima 10-
krat ali 100-krat, ni večjih razlik v čistosti suspenzije lizata DNK, tako sta obe stopnji 
redčenja primerni za nadaljnjo uporabo. Ker pa imajo že 10-krat redčeni vzorci razmeroma 
nizko koncentracijo DNK (v primeru bakterij C. jejuni) in posledično višje vrednosti Ct, smo 
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nadalje pripravljali 10-krat redčene vzorce. Nasprotno bi 100-krat redčeni vzorci lahko 
dosegli previsoke vrednosti Ct in presegli mejo detekcije oziroma izpadli iz ranga detekcije.  
   
Preglednica 9: Vpliv redčenja lizatov DNK na vrednosti Ct  in vrednosti SD reakcije qPCR.  
  L. monocytogenes  C. jejuni 
Vzorec Redčitev vzorca Ct SD Ct SD 
Kontrola  10-kratna 22,391 
0,12 
24,88 
0,09 10-kratna 22,644 24,813 




0,12 100-kratna 26,193 28,489 
100-kratna 26,154 28,382 






0,14 10-kratna 22,26 30,856 




0,21 100-kratna 26,405 34,439 
100-kratna 27,269 34,302 
NTC Und. / Und. / 
 
 
4.2.3 Primerjava različnih principov vzorčenja lizatov DNK   
 
Pri optimizaciji metode smo preverili tudi vpliv načina vzorčenja lizatov DNK na 
ponovljivost rezultatov. V preglednici 10 so primerjani rezultati qPCR vzorcev C. jejuni, 
kjer smo analizirali vse tri biološke vzorce, ter vzorcev L. monocytogenes, kjer smo po 
postopku lize bakterijskih celic, združili biološke vzorce v enega (princip »poolinga«) in ga 
analizirali v treh tehničnih ponovitvah. 
 
Preglednica 10: Primerjava vrednosti Ct in vrednosti SD različnih načinov vzorčenja. 
C. jejuni: trije biološki vzorci L. monoctogenes: združitev treh bioloških vzorcev 
Ct SD Ct SD 
26,298 0,55 22,877 0,1 
27,456 0,94 22,706 0,03 
24,3 0,46 22,877 0,1 
24,905 0,11 22,636 0,34 
 
Iz preglednice 10 je razvidna nižja vrednost SD v vseh primerih vzorčenja po principu 
združitve bioloških vzorcev pri bakteriji L. monocytogenes. V tem primeru zmanjšamo 
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4.3 ABSOLUTNA KVANTIFIKACIJA Z METODO NA OSNOVI PCR 
 
4.3.1 Standardna krivulja za bakterije C. jejuni in učinkovitost pomnoževanja  
 
Standardno krivuljo za bakterijo C. jejuni smo izdelali s kombiniranjem absolutne 
kvantifikacije osnovnega vzorca s dPCR in kvantifikacijo serij redčitev s qPCR. Z metodo 
dPCR smo osnovnemu vzorcu izmerili absolutno koncentracijo pomnožkov, ki je znašala 
1,78*107 kopij/μl. Z metodo qPCR smo kvantificirali serijo sedmih redčitev, kjer smo 
suspenzijo lizatov celic z DNK mešanice 11 sevov C. jejuni redčili do stopnje dilucije 10-7. 
Pri izdelavi standardne krivulje so bili v obravnavo vzeti vsi pozitivni vzorci z vrednostjo Ct 
nižjo od 40 ciklov. Združitev rezultatov dPCR in qPCR nam je omogočila izdelavo 
standardne krivulje (slika 10), tabela z rezultati pa je podana v prilogi A.   
 
 
Slika 10: Standardna krivulja za absolutno kvantifikacijo bakterije C. jejuni z metodo qPCR.  
 
Zadnja redčitev v vrsti (10-8) je zaradi prenizke koncentracije tarčne DNK podala 3 
nedetektirane rezultate in je bila izvzeta iz serije reprezentativnih rezultatov. Standardna 
krivulja predstavlja linearno odvisnost vrednosti Ct vzorcev 6-ih različnih koncentracij glede 
na teoretični izračun logaritma števila kopij DNK vzorcev. Premico podaja enačba y = -
3,567*x + 41,621 s korelacijskim koeficientom R2 = 0,9987. Ta predstavlja linearno zvezo 
obeh spremenljivk in mora zavzeti vrednosti 1 > R2 > 0,98. Vrednost k, ki v našem primeru 
znaša -3,567, predstavlja naklon premice. V idealnih pogojih pomnoževanja, torej pri 100 % 
učinkovitosti pomnoževanja, naklon krivulje znaša k = -3,32. Kot navajajo avtorji (Nolan in 
sod., 2006; Bustin in sod., 2009) se območje dobre in sprejemljive učinkovitosti reakcije 
nahaja med 90-110 %, kar ustreza naklonu krivulje med k = -3,58 in -3,10. Učinkovitost 
reakcije standardne krivulje znaša E = 90,7 %. Izdelana krivulja torej ustreza nadaljnji 
absolutni kvantifikaciji qPCR rezultatov vzorcev, ki vsebujejo DNK bakterije vrste C. jejuni. 
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Z izdelavo standardne krivulje smo določili tudi občutljivost metode z izračunom 
parametrov LOD in LoQ. LOD predstavlja 1 ± 1 kopijo DNK. Določeni spodnji in zgornji 
meji kvantifikacije (LoQ) predstavljata območje kvantifikacije števila kopij tarčne DNK 
med 4,18 x 102 in 2,19 x 108. 
 
4.3.2 Standardna krivulja za bakterijo L. monocytogenes  in učinkovitost 
pomnoževanja 
 
Standardno krivuljo za bakterijo L. monocytogenes smo izdelali s serijo šestih koncentracij, 
kjer smo suspenzijo lizatov DNK redčili do stopnje redčitve 10-5. Osnovnemu vzorcu smo 
izmerili absolutno koncentracijo pomnožkov s dPCR, ki je znašala 4,85 x 10-5 kopij/μl. Na 
podlagi absolutne kvantifikacije osnovnega vzorca s dPCR in serijo redčitev s qPCR smo 
izdelali standardno krivuljo (slika 11), tabela z rezultati pa je podana v prilogi B.   
 
 
Slika 11: Standardna krivulja za absolutno kvantifikacijo bakterije L. monocytogenes z metodo qPCR.  
 
Standardna krivulja z enačbo y = -3,3207x + 41,179 in R² = 0,9885 je glede na zahteve 
primerna za nadaljnjo uporabo in kvantifikacijo vzorcev L. monocytogenes. LOD predstavlja 
8 ± 10 kopij DNK. LoQ predstavlja območje kvantifikacije števila kopij tarčne DNK med 
4,14 x 103 in 6,70 x 107 kopij. 
 
4.3.3 Kvantifikacija protiadhezijske učinkovitosti naravnih učinkovin na bakterije C. 
jejuni K49 
 
Rezultati predstavljajo protiadhezijsko učinkovitost posameznih učinkovin in učinkovin v 
kombinacijah. Zbrane so vrednosti Ct, dobljene z metodo qPCR in vrednosti števila kopij 
DNA, pridobljene s kombiniranjem metode dPCR in qPCR. Rezultati so bili statistično 
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obdelani s programom SPSS. Predhodno smo izračunali povprečno vrednost tehničnih 
ponovitev biološkega vzorca. Izločili smo vrednosti s SD vrednostjo večjo od 0,5 in 
rezultate, ki so se za ΔCt = 1,0 razlikovali od ostalih. V sledečih poglavjih so podani rezultati 
povprečnih vrednosti, vsi pridobljeni rezultati pa so podani v prilogah C-G.    
 
4.3.3.1 Kvantifikacija protiadhezijske učinkovitosti posameznih učinkovin na bakterije C. 
jejuni K49 z metodo qPCR 
 
Metodo qPCR smo najprej izvedli z lizati C. jejuni K49 ob dodatku čistih naravnih učinkovin 
v subinhibitorni koncentraciji 0,1 mg/ml. Pozitivna kontrola predstavlja popolno adhezijo v 
danih pogojih.       
 
Preglednica 11: Protiadhezijska učinkovitost posameznih naravnih učinkovin na C. jejuni K49, dodanih v 
subinhibitorni koncentraciji 0,1 mg/ml. Rezultati qPCR so izraženi kot vrednosti Ct ± vrednosti SD, 
protiadhezijska učinkovitost pa kot % zmanjšanja št. kopij DNK glede na kontrolo. Rezultati so statistično 
značilno različni od kontrole (*p < 0,05) ali statistično značilno različni od vseh (xp < 0,05). 
 
Ct SD št. kopij DNK SD 




Karvakrol 31,82 0,41 2,59 x 104 1,1 x 104 1,71 x 106 98,5 * 
Timol 31,54 0,07 3,26 x 104 3,37 x 103 1,70 x 106 98,1 * 
α-pinen 25,91 0,06 2,74 x 106 1,57 x 105 1,01 x 106 -58,1 *, x 
EGKG 30,12 0,21 1,24 x 105 2,4 x 104 1,61 x 106 92,9 * 
Kontrola 26,62 0,003 1,74 x 106 3,68 x 103 0 0 
 
Iz rezultatov je razvidno najboljše protiadhezijsko delovanje karvakrola (98,51 %, št. kopij 
DNK = 2,59 x 104) in timola (98,1 %; št. kopij DNK = 3,26 x 104), saj je njuno število kopij 
DNK kar za 2 logaritemski stopnji nižje od pozitivne kontrole (št. kopij DNK = 1,74 x 106). 
Dodatek EGKG v enaki koncentraciji je sicer zmanjšal število kopij DNK glede na kontrolni 
vzorec, vendar le za eno logaritemsko stopnjo (1,24 x 105). EGKG je tako zmanjšal število 
adheriranih celic za 92,9 %. Tudi statistična obdelava podatkov s testi ANOVA in Post-Hoch 
Dunnett je pokazala statistično značilno razliko (p < 0,05; p = 0,000) vzorcev tretiranih s 
karvakrolom, timolom in EGKG glede na kontrolo. Dodatek α-pinena subinhibitorni 
koncentraciji 0,1 mg/ml ni deloval protiadhezivno, ampak je število pritrjenih celic povečal 
za kar 58,1 %. 
 
4.3.3.2 Kvantifikacija protiadhezijske učinkovitosti kombinacij učinkovin na bakterije C. 
jejuni K49 z metodo qPCR 
 
Metodo qPCR smo nato izvedli na lizatih C. jejuni K49 ob dodatku kombinacije naravnih 
učinkovin v subinhibitorni koncentraciji 0,1 mg/ml. Pozitivna kontrola predstavlja popolno 
adhezijo v danih pogojih.       
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Preglednica 12:  Rezultati metode na osnovi PCR izraženi kot povprečne vrednosti Ct in števila pomnožkov 
DNK s C. jejuni K94 ob dodatku različnih kombinacij naravnih učinkovin in kontrole. Rezultati so statistično 
značilno različni od kontrole (*p < 0,05) ali statistično značilno različni od ostalih (xp < 0,05).   
 Kombinacija Ct SD 
št. kopij 
DNK SD 





K+T 32,03 0,11 1,98 x 104 2,30 x 103 6,40 x 105 97,0 * 
K+α-P 34,78 0,05 6,78 x 102 7,12 x 101 6,59 x 105 99,9 * 
K+ EGKG 29,13 0,51 2,90 x 105 1,06 x 105 3,69 x 105 56,0 *,x 
T+ α-P 30,50 0,16 8,75 x 104 1,27 x 104 5,72 x 105 86,7 * 
T+ EGKG 28,78 0,59 3,84 x 105 1,70 x 105 2,75 x 105 41,8 *,x 
α-P+ EGKG 29,44 0,32 2,20 x 105 5,27 x 104 4,39 x 105 66,6 *,x 
Kontrola 28,00 0,02 6,59 x 105 1,03 x 104 0,0 0,00 
K+T+α-P 28,15 0,31 5,98 x 105 1,35 x 105 6,56 x 106 91,7* 
K+T+ EGKG 29,99 0,31 1,39 x 105 3,78 x 104 7,01 x 106 98,1* 
K+α-P+ EGKG 30,78 0,09 6,71 x 104 5,22 x 103 7,09 x 106 99,1* 
T+α-P+ EGKG 29,82 0,10 1,57 x 105 1,26 x 104 7,00 x 106 97,8* 
Kontrola 24,30 0,46 7,15 x 106 1,48 x 106 / / 
K+T+α-P+ 
EGKG 30,89 0,17 6,13 x 104 9,66 x 103 5,04 x 106 98,8* 
Kontrola 24,91 0,11 5,10 x 106 3,26 x 105 / / 
 
Kombinacija z najboljšo protiadhezijsko učinkovitostjo je kombinacija karvakrola in α-
pinena (K+α-P) in sicer s kar 99,9 % protiadhezijsko aktivnostjo oziroma redukcijo števila 
pomnožkov za kar 2 logaritemski stopnji. Prav tako sta dobro protiadhezijsko aktivnostjo 
pokazali kombinaciji karvakrola, α-pinena in EGKG (99,1 %) ter kombinacija vseh 4 
učinkovin z 98,8% protiadhezijsko aktivnostjo oziroma zmanjšanjem števila prisotne DNK 
za 2 log enoti. Protiadhezijsko delovanje so pokazale tudi kombinacije dveh komponent, kjer 
je eno od njih vedno predstavljal epigalokatehin galat: timol in EGKG s 41,8 %, karvakrol 
in EGKG  56,0 % ter α- pinen in  EGKG s 66,6 % protiadhezijsko učinkovitostjo. Z 
Dunnetovim testom smo potrdili tudi značilno razliko vseh dodanih kombinacij (p = 0,000; 
p < 0,05) glede na kontrolo in s tem pokazali, da je dodatek statistično značilno zmanjšal 
število adheriranih celic. Delovanje kombinacij karvakrola in timola, timola in EGKG ter α- 
pinen in EGKG je bilo statistično značilno različno od vseh ostalih kombinacij učinkovin (p 
= 0,000; p < 0,05).
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4.3.4 Kvantifikacija protiadhezijske učinkovitosti naravnih učinkovin na bakterije L. 
monocytogenes ŽM 601 
 
Rezultati predstavljajo protiadhezijsko učinkovitost posameznih učinkovin in učinkovin v 
kombinacijah. Zbrane so vrednosti Ct, dobljene z metodo qPCR in vrednosti števila kopij 
DNA, pridobljene s kombiniranjem metode dPCR in qPCR. Rezultati so bili statistično 
obdelani s programom SPSS. Predhodno smo izračunali povprečno vrednost tehničnih 
ponovitev biološkega vzorca. Izločili smo vrednosti s SD vrednostjo, večjo od 0,5 in 
rezultate, ki so za ΔCt = 1,0 variirali od ostalih. V sledečih poglavjih so podani rezultati 
povprečnih vrednosti, vsi pridobljeni rezultati pa so podani v prilogah C-G.    
 
4.3.4.1 Kvantifikacija protiadhezijske učinkovitosti posameznih učinkovin na bakterije L. 
monocytogenes ŽM 601 z metodo qPCR 
 
Verižno reakcijo s polimerazo smo najprej izvedli z vzorci L. monocytogenes ŽM 601, ki so 
jim bile dodane posamezne naravne učinkovine v subinhibitorni koncentraciji (cv inokulumu= 
0,1 mg/ml). Rezultati qPCR lizatov DNK bakterije L. monocytogenes so pokazali izredno 
dobro ponovljivost (SD < 0,15) tehničnih ponovitev. Tako so bili, v nasprotju s C. jejuni, 
upoštevani vsi izmerjeni rezultati. Rezultati tudi v primeru tretiranja bakterije L. 
monocytogenes z učinkovino karvakrol kažejo njegovo najmočnejšo protiadhezijsko 
aktivnost (79,2 %) glede na druge komponente. Dobro aktivnost sta pokazala tudi α-pinen s 
78,0 % in timol s 75,9 % protiadhezijsko aktivnostjo. Vse komponente, torej karvakrol, 
timol, α-pinen in EGKG, delujejo protiadhezivno s > 50,0 % aktivnostjo v subinhibitorni 
koncentraciji. Tudi statistična obdelava podatkov s testom ANOVA (p < 0,05; p = 0,000) je 
s Post-Hoch s Tuckey testom pokazala statistično značilno razliko (*p < 0,05; p = 0,000) 
med vzorci z dodanimi učinkovinami in kontrolo. Dunnett test je pokazal tudi statistično 
značilno nižje (vzorec < kontrola; p < 0,05; p = 0,000) število kopij DNK teh vzorcev glede 
na kontrolo.   
 
Preglednica 13: Protiadhezijska učinkovitost posameznih naravnih učinkovin na L. monocytogenes ŽM 601, 
dodanih v subinhibitorni koncentraciji 0,1 mg /ml. Rezultati qPCR so izraženi kot vrednosti Ct ± vrednosti SD, 
protiadhezijska učinkovitost pa kot % zmanjšanja št. kopij DNK glede na kontrolo. Rezultati so statistično 
značilno različni od kontrole (*p < 0,05) ali statistično značilno različni od ostalih (xp < 0,05). 
 Ct SD Št. kopij DNK SD ΔŠt. kopij DNK 
Protiadhezijska 
učinkovitost (%) 
Karvakrol 25,534 0,058 5,388 x 106 2,462 x 105 2,05 x 107 79,1 * 
Timol 25,305 0,079 6,230 x 106 3,757 x 105 1,96 x 107 75,9 * 
α-pinen 25,449 0,138 5,687 x 106 6,118 x 105 2,02 x 107 78,0 * 
EGKG 24,608 0,095 9,577 x 106 6,808 x 105 1,63 x 107 63,0 *, x 
Kontrola 22,877 0,101 2,586 x 107 1,745 x 106 / 0,00 
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4.3.4.2 Kvantifikacija protiadhezijske učinkovitosti kombinacij učinkovin na bakterije L. 
monocytogenes ŽM 601 z metodo qPCR 
 
Rezultati, podani v preglednici 14, predstavljajo povprečne vrednosti Ct in števila kopij 
DNK ter pripadajoče standardne deviacije, ob dodatku učinkovin v kombinaciji dveh, treh 
ali vseh štirih.  
 
Preglednica 14: Rezultati metode na osnovi PCR izraženi kot povprečne vrednosti Ct in števila pomnožkov 
DNK s L. monocytogenes ŽM 601 ob dodatku različnih kombinacij naravnih učinkovin in kontrole. Rezultati 
so statistično značilno različni od kontrolo (*p < 0,05) ali statistično značilno enako in različno od ostalih (+p 
< 0,05).  
Kombinacija Ct SD št. kopij DNK SD 




K+T 23,65 0,17 1,68 x 107 1,92 x 106 1,16 x 107 40,9 * 
K+α-P 22,8 0,05 2,7 x 107 9,25 x 105 1,43 x 106 5,0 
K+ EGKG 22,86 0,1 2,62x 107 1,83 x 106 2,21 x 106 7,8 
T+ α-P 23,55 0,40 1,78 x 107 4,96x 106 1,06 x 107 37,3 * 
T+ EGKG 23,35 0,11 2,0 x 107 1,43 x 106 8,44 x 106 29,7 * 
α-P+ EGKG 22,95 0,08 2,48 x 107 1,94 x 106 3,59 x 106 12,7 
Kontrola 22,71 0,03 2,84 x 107 6,24 x 105 / 0,00 
K+T+α-P 24,9 0,15 8,01 x 106 8,92 x 106 1,79 x 107 69,03 * 
K+T+ EGKG 23,38 0,01 1,96 x 107 1,62 x 106 6,26 x 106 24,2 * 
K+α-P+ EGKG 27,24 0,03 1,7 x 106 4,72 x 106 2,42 x 107 93,4 *,+ 
T+α-P+ EGKG 24,15 0,13 1,26 x 107 1,19 x 106 1,33 x 107 51,3 * 
Kontrola 22,88 0,10 2,59 x 107 1,76 x 106 / 0,00 
K+T+α-P+ 
EGKG 
27,01 0,43 2,01 x 106 8,21 x 105 2,75 x 107 93,2 *,+ 
Kontrola 22,64 0,34 2,958 x 107 6,47 x 106 / 0,00 
 
Tudi zgoraj navedeni rezultati qPCR so pokazali izredno dobro ponovljivost z večinsko 
vrednostjo SD < 0,2 za vrednosti Ct. 
 
4.3.5 Primerjava protiadhezijskega delovanja naravnih učinkovin na bakterije C. 
jejuni in L. monocytogenes 
 
Na sliki 12 so predstavljene protiadhezijske aktivnosti posameznih učinkovin ali v 
kombinaciji, proti bakteriji C. jejuni in L. monocytogenes. Iz grafa je razvidna splošna boljša 
protiadhezijska aktivnost naravnih učinkovin, posameznih ali v kombinaciji, proti bakteriji 
C. jejuni. Vse učinkovine, razen α-pinena, ki je deloval pozitivno na rast in adhezijo, so 
pokazale specifično značilno boljše protiadhezijsko delovanje proti bakteriji C. jejuni kot L. 
monocytogenes, in sicer za najmanj 6,7 % boljše delovanje v primeru mešanice karvakrola, 
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α-pinena in EGKG, ter največ 73, 9 % v primeru dodatka kombinacije karvakrola, timola in 
EGKG. V slednjih navedbah niso upoštevne učinkovine in kombinacije učinkovin, ki niso 
podale statistično značilne razlike oziroma niso delovale protiadhezijsko. Najboljšo 
protiadhezijsko aktivnost so v obeh primerih pokazale kombinacije karvakrola, α-pinena in 
EGKG (99,1 %; 93,4 %), mešanica vseh štirih učinkovin (98,8 %; 93,2 %) in karvakrol (98,5 
%; 79,2 %). Izredno zanimivo je delovanje kombinacije karvakrola in α-pinena, ki je izkazala 
najboljšo protiadhezijsko aktivnost proti C. jejuni s 99,9 % in hkrati najslabšo pri L. 
monocytogenes 5,0 %, oziroma ni delovala protidhezivno. Poseben primer je opaziti v 
delovanju α-pinena, ki je pri bakteriji C. jejuni spodbudil rast za 58,1 %. 
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Slika 12: Primerjava protiadhezijske učinkovitosti (%) naravnih učinkovin in njihovih kombinacij na Gram negativne bakterije C. jejuni K49 in Gram pozitivne bakterije L. 
monocytogenes ŽM 601. Legenda: KT- karvakol in timol, KP – karvakrol in α-pinen, KE – karvakrol in EGKG, TP – timol in α-pinen, TE – timol in EGKG, PE - α-pinen 
in EGKG, KTP – karvakrol, timol in α-pinen, KTE - karvakrol, timol in EGKG, KPE – karvakrol, α-pinen in EGKG, TPE – timol, α-pinen in EGKG ter KTPE - karvakrol, 
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5.1 IZBIRA SEVA C. jejuni 
 
Za kvantifikacijo adhezije in ugotavljanje protiadhezijske aktivnosti naravnih učinkovin smo 
želeli uporabiti bakterijski sev z največjo stopnjo adhezije v 24-ih urah inkubacije. 
Kvantiteto adhezije bakterijskih celic v 24-ih urah smo ovrednotili z metodo barvanja s 
kristal violet (0,1 %) in spektrofotometričnim merjenjem absorbance pri 600 nm ter metodo 
qPCR. Rezultati kvantifikacije adhezije z barvilom kristal violet so pokazali največjo 
absorbanco pri sevu NCTC 11168. Metoda pa je v osnovi primerna le za kvantifikacijo zrele 
biofilmske biomase, saj se barvilo primarno veže v zunajcelični polimerni sloj snovi in tako 
ni primerna za kvantifikacijo adhezije (Doll in sod., 2016). Nadalje so rezultati pridobljeni z 
metodo qPCR podali najnižjo vrednost Ct seva K49 (Ct= 23,79), kar pomeni največjo 
količino prisotne specifične DNK bakterije C. jejuni ter kvantitativno najvišjo stopnjo 
adhezije. Nasprotno pa je ravno sev NCTC 11168 z rezultati qPCR podal najvišje vrednosti 
Ct, oziroma najmanjše število pritrjenih celic. Predpostavljamo, da sev NCTC 11168 v 24 
urah tvori izdatne količine zunajceličnih polimernih snovi, kar poda višjo absorbanco, število 
adheriranih celic pa je nizko. Slednje kaže tudi na potrditev dosedanjih raziskav o 
nespecifičnosti spektrofotometrične metode barvanja z barvilom kristal violet za 
kvantifikacijo adhezije (Doll in sod., 2016). Na podlagi najnižje določene vrednosti Ct in 
najnižje vrednosti SD smo izbrali sev C. jejuni K49 bakterije za nadaljnje poskuse.    
 
 5.2 OPTIMIZACIJA METODE NA OSNOVI PCR 
 
PCR v realnem času je že dolgo uveljavljen kot primerna metoda za kvantifikacijo 
bakterijske adhezije, saj je metoda hitra, natančna, občutljiva in primerna za preučevanje 
bakterijske adhezije (Candela in sod., 2005). Kljub temu ima metoda nekaj omejitev,  glavna 
so visoki stroški (Tranušek in sod., 2011). Največjo finančno teže metode predstavljajo 
reagenti za izpeljavo PCR. Optimizacija količine volumna oz. zmanjšanje volumna 
reakcijske mešanice je prioriteta vsake raziskave. Klančnik in sod. (2015) so uspeli 
optimizirati reakcijo pri 10 μl delovnega volumna pri delu na aparaturi ABI PRISM 7500 
Real-Time PCR Systems, medtem ko so Tranušek in sod. (2011) uspeli optimizirati reakcijo 
pri 5 μl delovnega volumna pri delu na ABI PRISM 7500 Fast Real-Time PCR Systems. Ker 
je naše eksperimentalno delo potekalo na aparaturi ABI PRISM 7500 Real-Time PCR 
Systems, smo se osredotočili na optimalen volumen reakcijske mešanice za delo na omenjeni 
aparaturi. Primerjava rezultatov vzporednih reakcij z 10 μl in 20 μl volumnom reakcijske 
mešanice na obeh aparaturah je pokazala primernost uporabe 20 μl reakcijske mešanice za 
zagotovitev zanesljivih rezultatov pri delu na ABI PRISM 7500 Real-Time PCR Systems.  
 
Ob določanju vpliva koncentracije lizatov z DNK na rezultate qPCR, hkrati pridobimo tudi 
podatke o natančnost in ponovljivost rezultatov. Na slednje lahko vpliva tudi prisotnost 
inhibitorjev in nečistoč v vzorcu, v našem primeru predvsem fenolnih spojin. Inhibitorji 
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qPCR imajo lahko izvor v metodi izolacije DNK in vzorcu, iz katerega je bila DNK izolirana, 
v postopku čiščenja ali plastiki, ki se uporablja pri pripravi vzorca (Thermofisher Scientific 
Inc., 2017). V primeru motnosti vzorca po lizi celic z reagentom PrepMan® se vzorec redči 
v razmerju 1:9 do ustrezne čistosti vzorca (Applied Biosystems users guied: PrepMan®, 
2016). Eden izmed korakov za ugotavljanje prisotnosti inhibitorjev je redčitev vzorcev in 
primerjava ponovljivosti ter natančnosti rezultatov z testiranjem različnih koncentracij. 
Vpliv ihibitorjev in nečistoč smo preverjali s primerjavo rezultatov qPCR 10-krat in 100-
krat redčenih vzorcev. Rezultati so pokazali, da v 10-krat rečenih vzorcih nimamo prisotnih 
inhibitorjev in je torej dovolj le ena redčitev vzorcev z H20PCR v razmerju 1:9. Obenem pa je 
redčitev zaradi obarvanosti in motnosti naših neredčenih vzorcev nujna.  
 
5.3 KVANTIFIKACIJA ADHEZIJE Z METODO NA OSNOVI PCR  
 
Kljub uspešnem razvoju metod za kvantifikacijo adheriranih bakterijskih celic, uspešnih 
študij in metod še vedno primanjkuje. Kot najbolj primerne metode za določanje adhezije 
bakterijskih celic se navajajo molekularne metode (Doll in sod., 2016). Med 
najobetavnejšimi so metode, ki temeljijo na PCR v realnem času. V naši raziskavi smo se 
pri kvantifikaciji adheriranih celic zgledovali po dosedanjih ugotovitvah nekaterih avtorjev 
(Tranušek in sod., 2011; Toplak in sod., 2012; Klančnik in sod., 2015). Obenem pa moramo 
izpostaviti tudi pomanjkanje študij s tega področja. Z validirano metodo kombiniranja dPCR 
in qPCR (Toplak in sod., 2012; Klančnik in sod., 2015), smo z dPCR absolutno kvantificirali 
količino DNA pomnožkov za izdelavo standardne krivulje, ter jo izdelali z uporabo metode 
qPCR. Z uporabo sekvenčno specifičnih sond in oligonukleotidnih začetnikov smo 
zagotovili visoko stopnjo občutljivosti in specifičnosti metode ter potrdili primernost 
metode, po kateri smo se zgledovali (Tranušek in sod., 2011; Toplak in sod., 2012; Klančnik 
in sod., 2015). Učinkovitost pomnoževanja pri izdelavi standardne krivulje za bakterijo C. 
jejuni je bila 90,7 %, ter pri bakteriji L. monocytogenes 100,1 %, naklona krivulj sta se 
nahajala v optimalnem območju k = -3,58 in -3,10, ter korelacijski koeficient med 1 > R2 > 
0,98. Rezultati qPCR so podali tudi izjemno občutljivost metode z mejo detekcije 1 ± 1 (C. 
jejuni) in 8 ± 10 (L. monocytogenes) pomnožkov DNK. Dobljene lastnosti standardnih 
krivulje so v skladu z zahtevami za izvedbo in potrditev metod kvantitativnega PCR (Nolan 
in sod., 2006; Bustin, 2009) ter primerljive z eksperimenti, po katerih smo se zgledovali 
(Tranušek in sod., 2011; Toplak in sod., 2012; Klančnik in sod., 2015). Kombinacija metode 
dPCR in qPCR za izdelavo standardne krivulje in absolutno kvantifikacijo DNK vzorcev se 
je torej izkazala za metodo z dobro učinkovitostjo, občutljivostjo in specifičnostjo. Direktno 
vzorčenje iz mikrotitrske ploščice ter izpeljava metod dPCR in qPCR v nekaj urah nam 
omogoča hitro kvantifikacijo adheriranih celic. Pridobitev rezultatov z nizkimi standardnimi 
deviacijami priča o dobri ponovljivosti metode, kombiniranje metod dPCR in qPCR pa nam 
omogoča absolutno kvantifikacijo adheriranih bakterij in obenem izključi vpliv metod. 
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5.4 DODATEK POSAMEZNIH NARAVNIH UČINKOVIN ALI NJIHOVIH 
KOMBINACIJ 
 
Dodatek fenolnih spojin v subinhibitornih koncentracijah se je že izkazal kot učinkovit 
pristop v boju proti adheziji in nastanku biofilmov bakterij C. jejuni in L. monocytogenes 
(Knowles in sod., 2005; Perez-Conesa in sod., 2011; Kurinčič in sod., 2016, Klančnik in 
sod., 2015, van Alphen in sod., 2012; Upadhyay in sod., 2013). V naši raziskavi smo z 
dodatkom teh učinkovin v subinhibitorni koncentraciji (0,1 mg/ml) ugotovili oziroma 
potrdili protiadhezijsko delovanje karvakrola, timola in epigalokatehin galata proti 
bakterijam C. jejuni in L. monocytogenes. Najboljšo protimikrobno učinkovitost je v primeru 
obeh bakterij pokazal karvarol in sicer z 98,5 % (C. jejuni) in 79,2 % (L. monocytogenes). 
Karvakrolov izomer timol je na obe bakteriji deloval podobno dobro (98,1 % in 75,9 %), kar 
potrjuje vpliv lastnosti in strukture molekule na specifično delovanje. Predvidevamo, da sta 
karvakrol in timol delovala specifično na delovanje bičkov (Van Alphen in sod., 2012). 
Fenol epigalokatehin galat je kljub svoji izredni protimikrobni učinkovitosti (Klančnik in 
sod., 2012) v subinhibitorni koncentraciji izkazal nižjo protiadhezivno učinkovitost proti L. 
monocytogenes, kjer dosega le 62,97 %.  
 
Zanimive rezultate je dal terpen α-pinen, ki ima izredno specifično delovanje glede na vrsto 
bakterije. Po podatkih Kovač in sod. (2015) ima α-pinen šibko protimikrobno delovanje, 
medtem ko v subinhibitornih koncentracijah deluje kot zaviralec izlivnih črpalk bakterije C. 
jejuni. V našem primeru je α-pinen v subinhibitorni koncentraciji pokazal dobro 
protiadhezijsko učinkovitost na bakterije L. monocytogenes (78,01 %), medtem ko je na 
bakterije C. jejuni deloval ravno obratno, saj se je adherirana biomasa povečala kar za 58,1 
% glede na kontrolo. Tako smo pokazali, da α-pinen v nizkih koncentracijah (0,1 mg /ml) in 
po 24 urni inkubaciji deluje vzpodbudno na adhezijo bakterij C. jejuni, medtem ko 
inhibitorno na adhezijo bakterij L. monocytogenes.  
   
Nadalje smo testirali tudi delovanje kombinacij učinkovin karvakrol, timol, α-pinen in 
epigalokatehin galat. Dodatek kombinacije vseh komponent v subinhibitorni koncentraciji 
0,1 mg/ml je pokazal statistično značilno najboljše protiadhezijsko delovanje mešanice vseh 
štirih učinkovin na obe vrsti bakterij, tako na bakterije C. jejuni (98,9 %) kot na bakterije L. 
monocytogenes (93,2 %). Med vsemi kombinacijami je najboljšo protiadhezijsko aktivnost 
pokazala kombinacija karvakrola in α-pinena na bakterijo C. jejuni, saj je zmanjšala adhezijo 
za kar 99,9 %. Presenetljivo ista kombinacija ni delovala protiadhezijsko na bakterije L. 
monocytogenes, saj je zmanjšala število pritrjenih celic le za 5 %. Izjemno protiadhezijsko 
aktivnost (99,1 %) je izkazala tudi kombinacija karvakrola, α-pinena in epigalokategin galata 
pri bakterijah C. jejuni. S tem smo potrdili boljšo aktivnost kombinacij učinkovin glede na 
delovanje posameznih učinkovin (Hemaiswarya in sod., 2008; Klančnik in sod., 2012; 
Gavarić in sod., 2015). Predvsem kombinacije fenolov in monoterpenov (karvakrol in α-
pinen) se navajajo kot kombinacije z aditivnim učinkom (Gavarić in sod., 2015).  
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Zoper bakterijo C. jejuni so zelo dobro protiadhezijsko učinkovitost pokazale tudi 
kombinacije karvakrola, timola in epigalokatehin galata (98,1 %), timola, α-pinena in 
epigalokatehin galata (97,8 %), karvakrola in timola (97,0 %) in karvakrola, timola in α-
pinena (91,6 %). Tako imajo tudi vse kombinacije, ki vsebujejo karvakrol in timol, dobro 
protiadhezijsko učinkovitost proti bakteriji C. jejuni. S tem potrdimo dosedanje ugotovitve 
o protiadhezijskem delovanju teh dveh učinkovin (Nostro in sod., 2007; Šikić Pogačar in 
sod., 2015), pozitiven učinek njunega kombiniranja ene z drugo ali z ostalimi učinkovinami 
(Bassolé in Juliani, 2012) ter vpliv molekulske zgradbe na učinkovitost. Učinkovitost 
mešanice učinkovin, poleg molekulske zgradbe, temelji na interakciji snovi v mešanici 
(Bassolé in Juliani, 2012). Verjamemo, da bi z nadaljnjimi študijami, ki bi temeljile na 
optimizaciji razmerij posameznih učinkovin, lahko še izboljšali (protiadhezijsko) 
učinkovitost kombinacij komponent.     
 
Dodatek naravnih učinkovin v kombinacijah je pokazal splošno slabšo delovanje proti 
bakterijam L. monocytogenes. Vse naravne učinkovine so delovale protiadhezijsko, prav 
tako nekatere kombinacije (karvakrol in timo, timol in α-pinen, karvakrol, timol in α-pinen, 
timol, α-pinen in EGKG) vendar z manjšo učinkovitostjo. Glede na ugotovljeno slabše 
delovanje učinkovin in njihovih kombinacij je tako delovanje kombinacij karvakrola, α-
pinena in epigalokatehin galata (93,4 %) in vseh štirih komponent (93,2 %) na bakterijo L. 
monocytogens izredno. Obenem pa nekaj kombinacij ni pokazalo protiadhezijskega učinka 
- kombinacija karvakrola in α-pinena, karvarkola in epigalokatehin galata, timola in 
epigalokatehin galata, α-pinena in epigalokatehin galata, ter kombinacija karvakrola, timola 
in epigalokatehin galata. 
 
Splošno velja večja odpornost Gram negativnih bakterij (C. jejuni) kot Gram pozitivnih (L. 
monocytognens) na protimikrobne dejavnike. Predvsem fenolne spojine kažejo večjo 
protimikrobno učinkovitost zoper Gram pozitivne bakterije, saj zaradi strukture njihove 
celične stene lažje prehajajo v notranjost celice (Burt, 2004). Ker pa smo z aplikacijo 
naravnih učinkovin v subinhibitornih koncentracijah želeli ugotoviti zgolj vpliv na adhezijo 
in ne na rast ali živost, nas zanima njihovo delovanje na mehanizme adhezije in ne 
sposobnost prehoda v celico. Predpostavljamo, da dodatek uporabljenih kombinacij v 
subinhibitornih koncentracijah deluje specifično na mehanizme celične adhezije C. jejuni in 
jih oslabi. Hkrati smo obe vrsti bakterij izpostavili enaki subinhibitorni koncentraciji – tako 
obstaja možnost, da naravne učinkovine v koncentraciji 0,1 mg/ml delujejo zoper 
mehanizme adhezije C. jejuni, medtem ko učinkovine pri omenjeni koncentraciji nimajo 
enake učinkovitosti na L. monocytogenes. Rezultate slabšega protiadhezijskega delovanja 
zoper L. monocytogenes lahko pripišemo večim dejavnikom. Gram pozitivne bakterije v 
celični steni vsebujejo teihojsko kislino, kovalentno vezano na glikolipide citoplazemske 
membrane. Le-ta poveča negativen naboj celične stene Gram pozitivnih bakterij in 
intenziteto adhezije (Swoboda in sod., 2010). Tako je možna hitrejša in intenzivnejša 
adhezija bakterije L. monocytogenes. Glede na primerjavo kontrolnih vzorcev C. jejuni in L. 
monocytogenes, smo opazili tudi večje število pomnožkov DNA  v kontrolnem vzorcu L. 
monocytogenes, kar kaže na večjo stopnjo adhezije bakterije L. monocytogenes. Večjo 
stopnjo adhezije Gram pozitivnih kot Gram negativnih bakterij navajajo tudi Kurinčič in sod. 
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(2015). Slednja ugotovitev lahko kaže tudi na pomembnost časovnega okvirja merjenja 
adhezije. Verjetno se v 24 urah inkubacije adherira več celic bakterij L. monocytogenes kot 
C. jejuni. Posledica hitre adhezije je tudi hitrejši prehod v nadaljnje faze biofilma, proti 
katerim pa učinkovine v subinhibitornih koncentracijah nimajo več zadostnega učinka, saj 
so biofilmi splošno bolj odporni. Možno je tudi specifično delovanje na bakterije vrste C. 
jeuni in L. monocytogenes in ne splošno na Gram negativne in Gram pozitivne. Dobro 
protiadhezijsko delovanje tako na Gram pozitivne kot Gram negativne bakterije daje 
vzpodbudne rezultate za nadaljnje raziskave in možnost aplikacije teh učinkovin v boju 
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6 SKLEPI  
 
• Absolutna kvantifikacija suspenzije lizatov celic z dPCR in izdelava standardne 
krivulje s qPCR omogočata absolutno kvantifikacijo tarčne DNK s metodo qPCR. 
Metodi dPCR in qPCR omogočata natančno, ponovljivo in hitro kvantifikacijo 
adheriranih celic. 
 
• Naravne učinkovine v subinhibitorni koncentraciji 0,1 mg/ml delujejo 
protiadhezijsko na bakterije C. jejuni:  karvakrol (98,5 %), timol (98,1 %)  in 
epigalokatehin galat (92,9 %). 
  
• Naravne učinkovine v subinhibitorni koncentraciji 0,1 mg/ml delujejo 
protiadhezijsko na bakterije L. monocytogenes:  karvakrol (79,2 %), timol (75,9 %), 
α-pinen (78,0 %) in epigalokatehin galat (63,0 %).  
 
• Vse kombinacije naravnih učinkovin so pokazale protiadhezijsko delovanje na 
bakterije C. jejuni, med njimi je najboljša kombinacija karvakrola in α-pinena (99,9 
%) in kombinacija karvakrola, α-pinena in EGKG (99,1 %).  
 
• Kombinacije naravnih učinkovin so pokazale protiadhezijsko delovanje na bakterije 
L. monocytogenes, med njimi je najboljša kombinacija karvakrola, α-pinena in 
epigalokatehin galata (93,4 %). 
 
• Kombinacija karvakrola, timola, α-pinena in epigalokatehin galata ima boljšo 
protiadhezijsko učinkovitost kot učinkovine posamezno, tako na bakterijo C. jejuni 
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7 POVZETEK  
 
Pritrjevanje patogenih bakterij na abiotske površine, nastanek biofilma in širjenje spektra na 
antibiotike večkratno odpornih bakterij, predstavlja eno najpomembnejših problematik na 
področju zagotavljanja varne hrane v živilski industriji. Posledično gredo raziskave na tem 
področju v smeri razumevanja delovanja učinkovin na adhezijo in biofilmotvornost ter v 
razvoj novih, učinkovitejših in industriji primernejših metod za detekcijo in kvantifikacijo 
patogenih bakterij. V nalogi smo se usmerili v optimizacijo metode na osnovi PCR v realnem 
času in digitalnega PCR za absolutno kvantifikacijo adhezije bakterij. Obenem smo želeli 
preveriti tudi protiadhezijsko aktivnost naravnih učinkovin karvakola, timola, α-pinena in 
epigalokatehin galata, ki predstavljajo dobro in učinkovito alternativo kemijskim 
protimikrobnim sredstvom. Protiadhezijsko učinkovitost smo ugotavljali na podlagi 
absolutne kvantifikacije standarda s dPCR in kvantifikacije s qPCR. Obenem nam je uspelo 
optimizirati metodo za absolutno kvantifikacijo adheriranih celic z aparaturo Applied 
Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems in QuantStudio™ 3D Digital PCR System. Kot 
testna patogena smo izbrali bakterije C. jejuni, kot predstavnike Gram negativnih bakteriji, 
ter bakterije L. monocytogenes, kot predstavnike Gram pozitivnih bakterij.  
 
V naši raziskavi smo ugotovili dobro protiadhezijsko delovanje karvarkola, timola in 
epigalokatehin galata v subinhibitorni koncentraciji 0,1 mg /ml, in sicer z več kot 90,0 % 
protiadhezijsko učinkovitostjo. Zanimivo delovanje je pokazal tudi terpen α-pinen, ki je v 
omenjeni subinhbitorni koncentraciji izkazal povečano rast in boljšo adhezijo (> 50,0 %). 
Tako je potrdil svoje dvojno delovanje zoper bakterije C. jejuni, odvisno od 
koncentracijskega območja. Vse testirane učinkovine so izkazale tudi dobro protiadhezijsko 
aktivnost zoper bakterije L. monocytogenes. Povečanje protiadhezijske učinkovitosti v 
primeru kombiniranja naravnih učinkovin sta izkazali kombinaciji karvakrola, α-pinena in 
EGKG ter kombinacija vseh štirih učinkovin, ki so dosegle tudi več kot 99,0 % 
protiadhezijsko učinkovitost. Zanimivo so imele vse učinkovine, same ali v kombinacijah, 
boljšo protiadhezijsko aktivnost zoper Gram negativne bakterije C. jejuni kot Gram 
pozitivne L. monocytogenes. Naše ugotovitve kažejo na možnost uporabe naravnih 
učinkovin kot alternativnih stredstev pri preprečevanju adhezije bakterijskih celic na 
abiotske podlage. Prav tako smo pokazali možnost hitre, specifične, natančne in ponovljive 
absolutne kvantifikacije adheriranih celic z metodo dPCR in qPCR. 
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PRILOGE  
Priloga A: Rezultati qPCR pri izvedbi serije dilucij standardnega vzorca lizata DNK bakterij C. jejuni za 
izdelavo standardne krivulje. 
Tehnična 
ponovitev 
Redčitev DNK ( št. kopij/μl) DNA (št. kopij) DNA (log št. 
kopij) 
Ct 
1 x10 1780000 7120000 6,852 17,19 
2 x10 1780000 7120000 6,852 17,29 
3 x10 1780000 7120000 6,852 17,25 
4 x10 1780000 7120000 6,852 17,39 
1 x102 178000 712000 5,852 20,78 
2 x102 178000 712000 5,852 20,99 
3 x102 178000 712000 5,852 20,81 
4 x102 178000 712000 5,852 20,63 
1 x103 17800 71200 4,852 24,04 
2 x103 17800 71200 4,852 24,20 
3 x103 17800 71200 4,852 24,19 
4 x103 17800 71200 4,852 24,23 
1 x104 1780 7120 3,852 28,02 
2 x104 1780 7120 3,852 27,24 
3 x104 1780 7120 3,852 28,00 
4 x104 1780 7120 3,852 27,69 
1 x105 178 712 2,852 Und. 
2 x105 178 712 2,852 31,48 
3 x105 178 712 2,852 31,39 
4 x105 178 712 2,852 31,42 
1 x106 17,8 71,2 1,852 35,51 
2 x106 17,8 71,2 1,852 35,33 
3 x106 17,8 71,2 1,852 34,76 
4 x106 17,8 71,2 1,852 35,02 
1 x107 1,78 7,12 0,852 39,21 
2 x107 1,78 7,12 0,852 41,74 
3 x107 1,78 7,12 0,852 37,66 
4 x107 1,78 7,12 0,852 38,36 
1 x108 0,178 0,712 -0,148 Und. 
2 x108 0,178 0,712 -0,148 Und. 
3 x108 0,178 0,712 -0,148 40,147 
4 x108 0,178 0,712 -0,148 Und. 
1  NTC 0 0 0 Und. 
2  NTC 0 0 0 Und. 
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Priloga B: Rezultati qPCR pri izvedbi serije dilucij standardnega vzorca lizata DNK bakterij L. monocytogenes 
ŽM 601 za izdelavo standardne krivulje. 
Tehnična 
ponovitev 




DNA (log št. 
kopij) 
Ct 
1 Neredčen vz. 485000 1940000 6,29 20,639 
2 Neredčen vz. 485000 1940000 6,29 21,285 
3 Neredčen vz. 485000 1940000 6,29 21,286 
1 x10 48500 194000 5,29 23,575 
2 x10 48500 194000 5,29 22,880 
3 x10 48500 194000 5,29 23,208 
1 x102 4850 19400 4,29 27,038 
2 x102 4850 19400 4,29 26,151 
3 x102 4850 19400 4,29 26,218 
1 x103 485 1940 3,29 30,097 
2 x103 485 1940 3,29 29,829 
3 x103 485 1940 3,29 29,593 
1 x104 48,5 194 2,29 33,900 
2 x104 48,5 194 2,29 33,252 
3 x104 48,5 194 2,29 33,594 
1 x105 4,85 19,4 1,29 37,375 
2 x105 4,85 19,4 1,29 38,197 
3 x105 4,85 19,4 1,29 36,698 
1 NTC 0 0 0 Und.  
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Priloga C: Rezultati qPCR vzorcev bakterije C. jejuni K49 z dodano eno učinkovino (kavrakrol, timol, α-pinen 
in epigalokategin galat) v subinhibitorni koncentraciji in po 24 urni inkubaciji. Vsak biološki vzorec je bil 
testiran v treh tehničnih ponovitvah. Izstopajoče vrednosti (označene z *) pri izračunu povprečja niso bile 
upoštevane. 
 
Vzorec  Ct Povprečje SD LogDNK cDNK SD 
Karvakrol-1.1 31,303 
31,37 0,20 2,87 3,82 x 104 7,03 x 103 Karvakrol-1.2 31,225 
Karvakrol-1.3 31,596 
Karvakrol-2.1 31,948 
32,17 0,20 2,65  1,71 x 104 3,75 x 103 Karvakrol-2.2 32,335 
Karvakrol-2.3 32,223 
Karvakrol-3.1 31,813 
31,91 0,21 2,72  2,23 x 104 4,60 x 103 Karvakrol-3.2 32,153 
Karvakrol-3.3 31,768 
Timol -1.1 33,489 
33,62 0,55 2,24  3,24 x 104 2,14 x 103 Timol-1.2 34,220 
Timol-1.3 33,141 
Timol-2.1 31,415 
31,61 0,18 2,81  3,02 x 104 5,66 x 103 Timol-2.2 31,772 
Timol-2.3 31,654 
Timol-3.1 31,526 
31,47 0,08 2,85  3,50 x 104 2,91 x 103 Timol-3.2 31,406 
Timol-3.3 21,075* 
α- pinen-1.1 27,580 
27,33 0,24 4,01  1,06 x 106 1,80 x 105 α - pinen-1.2 27,315 
α - pinen-1.3 27,097 
α - pinen-2.1 26,238 
25,98 0,31 4,39   2,63 x 106 5,40 x 105 α - pinen-2.2 25,635 
α - pinen-2.3 26,055 
α - pinen-3.1 25,657 
25,85 0,20 4,42  2,86 x 106 3,54 x 105 α - pinen-3.2 25,841 
α - pinen-3.3 26,048 
EGKG-1.1 30,176 
30,22 0,11 3,20  1,11 x 105 1,00 x 104 EGKG-1.2 30,339 
EGKG-1.3 30,142 
EGKG-2.1 30,165 
30,24 0,11 3,19 1,09 x 105 1,03 x 104 EGKG-2.2 30,369 
EGKG-2.3 30,195 
EGKG-3.1 29,732 
29,86 0,29 3,30  1,52 x 105 3,50 x 104 EGKG-3.2 29,662 
EGKG-3.3 30,188 
Se nadaljuje ... 
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... nadaljevanje priloge C. 
 
Priloga C: Rezultati qPCR vzorcev bakterije C. jejuni K49 z dodano eno učinkovino (kavrakrol, timol, α-pinen 
in epigalokategin galat) v subinhibitorni koncentraciji in po 24 urni inkubaciji. Vsak biološki vzorec je bil 
testiran v treh tehničnih ponovitvah. Izstopajoče vrednosti (označene z *) pri izračunu povprečja niso bile 
upoštevane. 
 
Vzorec  Ct Povprečje SD LogDNK cDNK SD 
Kontrola 1.1 26,712 
26,61 0,16 4,21  1,74 x 106 1,91 x 105 Kontrola1.2 26,427 
Kontrola1.3 26,697 
Kontrola 2.1 26,816 
26,62 0,21 4,21  1,73 x 106 2,42 x 105 Kontrola 2.2 26,632 
Kontrola 2.3 26,402 
Kontrola 3.1 25,409 
25,67 0,28 4,47  3,21 x 106 5,38 x 105 Kontrola 3.2 25,946 
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Priloga Č: Rezultati qPCR vzorcev bakterije C. jejuni K49 z dodanima dvema učinkovinama v subinhibitorni 
koncentraciji in 24 h inkubaciji. Vsak biološki vzorec je bil testiran v treh tehničnih ponovitvah. Izstopajoče 
vrednosti (označene z *) pri izračunu povprečja niso bile upoštevane. 
 
Vzorec Ct Povprečje SD LogDNK cDNK SD 
KT-1.1 Und.* 








































30,35 0,55 3,16 9,95 x 104 4,96 x 104 
TP-2.2 31,314* 
TP-2.3 30,738 
Se nadaljuje ... 
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... nadaljevanje priloge Č. 
 
Priloga Č: Rezultati qPCR vzorcev bakterije C. jejuni K49 z dodanima dvema učinkovinama v subinhibitorni 
koncentraciji in 24 h inkubaciji. Vsak biološki vzorec je bil testiran v treh tehničnih ponovitvah. Izstopajoče 
vrednosti (označene z *) pri izračunu povprečja niso bile upoštevane. 
 
Vzorec Ct Povprečje SD LogDNK cDNK SD 
TP-3.1 28,663* 
























29,80 0,48 3,31 1,60 x 105 6,51 x 104 
PE-3.2 30,138 
PE-3.3 26,340* 
Kontrola 1.1 28,024 
28,01 0,01 3,81 6,52 x 105 6,68 x 103 
Kontrola1.2 28,004 
Kontrola1.3 25,480* 
Kontrola 2.1 26,371 
26,37 0,00 4,28 2,04 x 106 0,00 
Kontrola 2.2 26,038* 
Kontrola 2.3 25,384* 
Kontrola 3.1 28,623 
27,98 0,59 3,82 6,67 x 105 4,88 x 105 
Kontrola 3.2 27,869 
Kontrola 3.3 27,460 
NTC  Und. 
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Priloga D: Rezultati qPCR vzorcev bakterije C. jejuni K49 z dodanimi tremi in štirimi komponentami v 
subinhibitornih koncentracijah in pozitivno kontrolo po 24 h inkubaciji in odstranitvi nepritrjenih celic. Vsak 
biološki vzorec je bil testiran v treh tehničnih ponovitvah. Izstopajoče vrednosti (označene z *) pri izračunu 
povprečja niso bile upoštevane. 
 
Vzorec Ct Povprečje SD LogDNK cDNK SD 
KTP-1.1 28,527 








































29,75 0,26 3,33 1,66 x 105 3,51 x 104 
TPE-2.2 30,040 
TPE-2.3 29,685 
Se nadaljuje ... 
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... nadaljevanje priloge D.  
 
Priloga D: Rezultati qPCR vzorcev bakterije C. jejuni K49 z dodanimi tremi in štirimi komponentami v 
subinhibitornih koncentracijah in pozitivno kontrolo po 24 h inkubaciji in odstranitvi nepritrjenih celic. Vsak 
biološki vzorec je bil testiran v treh tehničnih ponovitvah. Izstopajoče vrednosti (označene z *) pri izračunu 
povprečja niso bile upoštevane. 
Vzorec Ct Povprečje SD LogDNK cDNK SD 
TPE-3.1 28,693 
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Priloga E: Rezultati qPCR vzorcev bakterije L. monocytogenes ŽM 601 z dodano eno komponento (kavrakrol, 
timol, α-pinen in epigalokategin galat) v subinhibitorni koncentraciji po 24 h inkubaciji in odstranitvi 
nepritrjenih celic. Vsak biološki vzorec je bil testiran v treh tehničnih ponovitvah. 
 
Vzorec  Ct Povprečje SD LogDNK cDNK SD 
Karvakrol-1.1 25,462 
25,53  0,06 4,71 5,39 x 106 2,46 x 105 
Karvakrol-1.2 25,536 
Karvakrol-1.3 25,605 
Timol -1.1 25,417 
25,31 0,08 4,76 6,23 x 106 3,76 x 105 
Timol-1.2 25,240 
Timol-1.3 25,259 
α- pinen-1.1 25,623 
25,45 0,14  4,74 5,69 x 106 6,12 x 105 
α - pinen-1.2 25,284 
α - pinen-1.3 25,441 
EGKG-1.1 24,698 
24,61 0,09 4,99 9,58 x 106 6,81 x 105 
EGKG-1.2 24,648 
EGKG-1.3 24,477 
Kontrola 1.1 22,877 
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Priloga F: Rezultati qPCR vzorcev bakterije L. monocytogenes ŽM 601 z dodanima dvema kompomponentama 
v subinhibitorni koncentraciji po 24 h inkubaciji in odstranitvi nepritrjenih celic. Vsak biološki vzorec je bil 
testiran v treh tehničnih ponovitvah. 
 
Vzorec Ct Povprečje SD LogDNK cDNK SD 
KT-1.1 23,559 





















22,95 0,08 5,49 2,48 x 107 1,94 x 106 
PE-1.2 23,062 
PE-1.3 22,941 
Kontrola 1.1 22,660 
22,71 0,03 5,56 2,84 x 107 6,24 x 105 
Kontrola1.2 22,735 
Kontrola1.3 22,724 
NTC  Und. 
  
 
Pretnar G. Kvantifikacija kombiniranega protiadhezijskega… z metodami na osnovi PCR.                                                
    Magistrsko delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018                 
 
                   
Priloga G: Rezultati qPCR vzorcev bakterije L. monocytogenes ŽM 601 z dodanimi tremi in štirimi 
komponentami v subinhibitornih koncentracijah in pozitivno kontrolo po 24 h inkubaciji. Vsak biološki vzorec 
je bil testiran v treh tehničnih ponovitvah. 
 
Vzorec Ct Povprečje SD LogDNK cDNK SD 
KTP-1.1 24,959 
























22,64 0,34 5,58 2,95 x 107 6,47 x 106 
Kontrola-1.2 22,569 
Kontrola-1.3 22,260 
NTC Und. 
 
 
